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Ⅰ. アングサイクリン型放線菌由来天然物 
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序論 
放線菌（Actinomycetes）は，主に土壌中に生息するグラム陽性真正細菌で
ある．放射状の菌系が生育しその先端に様々な形の胞子を形成する特徴をも
ち，抗生物質をはじめとして多種多様な構造と生物活性をもつ二次代謝産物
を産生することが知られている．   
今までに微生物から単離された二万種類を超えた生物活性物質のうち，約
45%（約一万種類）が放線菌によって生産されており，現在でも貴重な生物
活性物質の探索源となっている．放線菌の中で代表的な属である Streptomyces
属菌は多種多様な二次代謝産物を数多く生産することが知られている．例え
ば，結核治療薬 streptomycin や抗寄生虫薬 avermectin，免疫抑制剤 tacrolimus
などの有用生物活性物質はいずれも Streptomyces 属放線菌より単離された天
然物であり，臨床に置いても広く用いられている． 
近年ではより特異性が強く細胞毒性の少ない抗生物質や新しい生物活性の
ある化合物を得るために，Streptomyces 属以外の希少放線菌も積極的に探索し
ようとする傾向が強まってきている 1)．また，最近のゲノム研究において放
線菌には未利用代謝産物が多数存在することが示唆され，依然として放線菌
の成分研究には大きな意義があると考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では，新規生物活性天然物の単離を目的とし，土壌および海砂，海
水から放線菌を分離し，当研究室で構築した疾患関連シグナル伝達分子を標
的としたスクリーニング系に放線菌代謝物を提供するため，放線菌ライブラ
リー，培養エキスライブラリーを構築した. 
本章では，選択された Streptomyces sp. IFM 11490 株の大量培養抽出物から
の成分探索について記述する． 
 
Figure 1. Medicines originated from actinomycetes. 
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第一節 Streptomyces sp. IFM 11490 株の大量培養▪抽出▪分画 
放線菌ライブラリーから Streptomyces sp. IFM 11490 株を Waksman 寒天培地
に植え替え培養を行った． 
形成されたコロニーの一部をかき取り，坂口フラスコ中の液体 Waksman あ
るいは M1 培地に植菌し震盪培養を行い，得た培養液の一部をカブフラスコに
移し大量培養を行った. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大量培養によって得た培養液を遠心分離により上清と菌体に分けた．上清は，
酢酸エチルで溶媒分配し酢酸エチル抽出物を得た．菌体は，メタノールを加え
ホモジナイズした後，遠心分離によって上清と残渣に分け, 溶媒溜去し菌体の
メタノール抽出物を得た．  
 
 
  
Figure 1-2. Extraction of culture broth. 
Figure 1-1. Large scale culture. 
 
 
Shaking culture 
28℃, 6 days 
 
Waksman or M1 medium 
in fermentation flask 
Shaking culture 
28℃, 5 days 
Waksman agar plate 
Waksman or M1 medium 
in Sakaguchi flask 
抽出 
28℃ 
3 days~1 week 
5 
 
本菌株は北海道大学正門前にて採集した土壌から分離された菌株であり，当
研究室の放線菌ライブラリーにて CKK1125 として保存されている菌株である．
16S rRNA の塩基配列より Streptomyces sp. IFM 11490 と同定された．以前のス
クリーニングにより，AGS 細胞（ヒト胃がん細胞）に対して細胞毒性を示し, 
TLC, 1H-NMR において特徴的なスポット，ピークがみられたことから本菌株
の成分探索が行われていた． 
これまでの研究で，札幌市内で採取した土壌より分離培養した放線菌
Streptomyces sp. IFM 11490 株の上清培養抽出物からイソベンゾフラン環を有す
る新規化合物 elmonin (1) 2) 及び elmenol A 及び B (2, 3)，ならびに関連する既
知のアントラキノン化合物 (4, 5) を単離した 3)．本研究では，さらなる新規化
合物の発見とそれらの化学構造の解明を目指し，成分探索研究及び生物活性評
価を行った． 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を Waksman 培地にて，2 回大量培養し (培養液
量 12 L)，M1 培地にて, 1 回大量培養し (培養液量 12 L)，先の方法に従い各抽
出物を得た．この中で TLC，LC-MS および NMR スクリーニングの結果を指
標とし，大量培養で得られた酢酸エチル抽出物について分画を行った．特に，
NMR スクリーニングにおいて，δH 5 ppm 付近の elmonin の 1 位のメチレン水
素ピークおよび低磁場側 δH 6~8 ppm のピークを標的としたスクリーニングを
行った．選択されたフラクションをそれぞれ各種クロマトグラフィーによる分
画を行い，elmenol C (6)-H (11)と命名した 6 種の新規化合物および 2 種の既知
化合物を単離した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-3. Structures of compound 1-5 
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Figure 1-4. Isolation scheme of compounds from Streptomyces sp. IFM 11490 cultured in Waksman medium (1st bulk culture). 
Waksman 培地より培養 
(単位: mg) 
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Figure 1-5. Isolation scheme of compounds from Streptomyces sp. IFM 11490 cultured in Waksman medium (2nd bulk culture). 
 
(単位: mg) 
Waksman 培地より再培養 
8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-6. Isolation scheme of compounds from Streptomyces sp. IFM 11490 cultured in M1medium. 
(単位: mg) 
M1 培地より培養 
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第二節 化合物の構造決定 
1. elmonin (1) の構造解析 
elmonin (1) は褐色の非晶質として単離された. 各種スペクトルの解析より，
以下に示した構造と決定した 2, 3)．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  elmonin 2, 3) (1) (acetone-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δC (ppm) 150 MHz 
1 5.30 (1H, d, 13.2) 71.9 
 5.22 (1H, d, 13.2)  
2    
3 
 
123.9 
3a   140.5 
4 6.59 (1H, d, 7.8) 115.3 
5 7.31 (1H, t, 7.8) 130.9 
6 7.04 (1H, d, 7.8) 111.9 
7 
 
154.9 
7a 
 
128.8 
1'   157.0 
1'a 
 
128.4 
2'   126.4 
3'   150.5 
4' 7.15 (1H, d, 9.0) 121.9 
5' 7.65 (1H, d, 9.0) 128.3 
5'a 
 
117.8 
6' 7.08 (1H, s) 115.8 
7'   136.9 
8' 
 
103.8 
7-OCH3 3.94 (3H, s) 55.9 
7'-CH3 2.43 (3H, s) 22.7 
Figure 2-1. Structure of elmonin. 
 
appearance : brown amorphous  
HRESIMS m/z 319.0966 [M-H]- (calcd for C20H15O4, 319.0970, Δ -
0.4 mmu) 
[α]
20
 D -10.0 (c 0.3, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3334, 2918, 1606, 1488 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 247 (4.3), 277 (3.6), 342 (3.4) 
 
  
Table 2-1. 1H-NMR data of compound 1 in acetone-d6 
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各種スペクトルデータと文献値との比較により，elmonin は 2013 年 Raju ら
によって Streptomyces 属放線菌から単離された oleaceran と同一の平面構造を
もつことがわかった 4)． 
しかし，異なる符号の比旋光度が観測されたことから，elmonin は oleaceran
とエナンチオマーであることが示唆された． 
(elmonin: [α]20 D -10.0 (c 0.3, MeOH), oleaceran
 4): [α]D +39 (c 0.01, MeOH)) 
 
 
 
 
 
 
 
 
elmonin (DMSO-d6) oleaceran 
3） (DMSO-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δH (ppm, J in Hz) 500 MHz δC (ppm) 175 MHz 
1 5.28 (1H, d, 13.2) 5.29 (1H, d, 13.1) 71.2 
 
5.18 (1H, d, 13.2) 5.19 (1H, d, 13.1) 
 
2 
   
3   123.2 
3a 
  
139.5 
4 6.53 (1H, d, 7.8) 6.53 (1H, d, 7.8) 114.7 
5 7.29 (1H, t, 7.8) 7.30 (1H, dd, 7.8, 7.5) 130.6 
6 7.07 (1H, d, 7.8) 7.08 (1H, d, 7.8) 111.7 
7 
  
154.0 
7a   127.2 
1'   155.8 
1'a   128.0 
2' 
  
116.5 
3'   150.4 
4' 7.12 (1H, d, 8.4) 7.13 (1H, d, 8.5) 121.4 
5' 7.65 (1H, d, 8.4) 7.66 (1H, d, 8.5) 127.8 
5'a 
  
125.1 
6' 7.07 (1H, s) 7.07 (1H, s) 115.3 
7' 
  
135.9 
8'   103.2 
7-OCH3 3.88 (3H, s) 3.89 (3H, s) 55.8 
7'-CH3 2.39 (3H, s) 2.40 (3H, s) 22.8 
3'-OH 9.85 (1H, brs) 9.84 (1H, brs)  
Table 2-2. 1H-NMR data of elmonin in DMSO-d6 
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2. elmenol A (2) の構造解析 
elmenol A (2) は褐色の非晶質として単離された．各種スペクトルの解析及
び X 線結晶構造解析により，以下に示した構造と決定した 3)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
  elmenol A 3) (2) (acetone-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δC (ppm) 150 MHz 
1 6.45 (1H, d, 2.0) 108.1 
2    
3 6.41 (1H, d, 2.0) 85.7 
3a   131.7 
4  155.5 
5 6.92 (1H, d, 7.8) 112.0 
6 7.37 (1H, t, 7.8) 131.0 
7 7.04 (1H, d, 7.8) 115.8 
7a 
 
140.8 
1'   154.1 
2' 6.76 (1H, d, 1.3) 111.1 
3'   136.8 
4' 7.11 (1H, d, 1.3) 118.8 
4'a  135.7 
5' 7.61 (1H, d, 9.0) 127.5 
6' 7.22 (1H, dd, 1.4, 9.0) 126.6 
7'  137.3 
8' 8.15 (1H, d, 1.4) 121.8 
8'a 
 
123.8 
1-OCH3 3.36 (3H, s) 53.9 
4-OCH3 3.60 (3H, s) 55.7 
1'-OH 9.13 (1H, br s)   
3'-CH3 2.37 (3H, s) 21.8 
Table 2-3. 1H and 13C-NMR data of elmenol A (2) 
 
amorphous 
HRESIMS m/z 335.1278 [M-H]- (calcd for C21H19O4 335.1283, 
Δ-0.5 mmu) 
[α]
20
 D -17.9 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3654, 1662, 1578, 1316 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 218 (4.7), 241 (4.6), 276 (3.9), 301 
(3.6), 328 (3.4), 365 (3.0) 
 
Figure 2-2. Structure of elmenol A. 
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3. elmenol B (3) の構造解析 
elmenol B (3) は褐色の非晶質として単離された．各種スペクトルの解析よ
り，elmenol A (2)と同一の平面構造をもつ，elmenol A と B はジアステレオマ
ーであると推定した 3)． 
 
 
 
 
 
 
  elmenol B 3) (3) (acetone-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δC (ppm) 150 MHz 
1 6.13 (1H, s) 108.4 
2    
3 6.27 (1H, s) 85.9 
3a   131.4 
4  155.4 
5 6.92 (1H, d, 7.8) 112.0 
6 7.35 (1H, t, 7.8) 130.9 
7 7.03 (1H, d, 7.8) 115.8 
7a  140.8 
1'   154.1 
2' 6.76 (1H, d, 1.3) 110.9 
3'   136.8 
4' 7.10 (1H, d, 1.3) 118.8 
4'a  135.5 
 5' 7.59 (1H, d, 8.4) 127.3 
6' 7.22 (1H, dd, 1.4, 8.4) 127.0 
7'  137.7 
8' 8.26 (1H, d, 1.4) 122.1 
8'a  123.7 
1-OCH3 3.36 (3H, s) 55.4 
4-OCH3 3.63 (3H, s) 55.7 
1'-OH 8.97 (1H, s)   
3'-CH3 2.37 (3H, s) 21.7 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 335.1322 [M-H]- (calcd for C21H19O4 335.1283, 
Δ+3.9 mmu) 
[α]
20
 D +54.5 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3639, 2189, 1662, 1578, 1320 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 217 (4.6), 242 (4.4), 268 (4.0), 301 
(3.6), 329 (3.4), 367 (3.0) 
 
Figure 2-3. Structure of elmenol B. 
 
Table 2-4. 1H and 13C-NMR data of elmenol B (3)  
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4. 化合物 4 の構造解析 
化合物 4 は茶褐色粉末として単離された. 1H-NMR および ESIMS スペクト
ル分析と文献値との比較により X-14881 E と同定した 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
compound 4 (CDCl3) X-14881 E 
5) (CDCl3) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δH (ppm, J in Hz) 400 MHz 
1-OH 11.13 (1H, s) 11.15 (1H, s) 
1 
  
2 7.10 (1H, d, 2.0) 7.15 (1H, d, 1.5) 
3 
  
3-CH3 2.46 (3H, s) 2.49 (3H, s) 
4 7.23 (1H, brs) 7.26 (1H, d, 1.5) 
5 
  
6 8.09 (1H, d, 8.8) 8.13 (1H, d, 8.8) 
7 8.26 (1H, d, 8.8) 8.31 (1H, d, 8.8) 
8 
  
9 
  
10 
  
11 
  
11-OCH3 4.05 (3H, s) 4.08 (3H, s) 
12 7.33 (1H, dd, 1.0, 8.4) 7.36 (1H, dd, 1.5, 8.0) 
13 7.71 (1H, dd, 7.7, 8.1) 7.75 (1H, t, 8.0) 
14 7.92 (1H, dd, 1.0, 7.7) 7.95 (1H, dd, 1.5, 8.0) 
15 
  
16 
  
17 
  
 
  
Figure 2-4. Structure of X-14881 E. 
Table 2-5. 1H-NMR data of compound 4 in CDCl3 
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5. 化合物 5 の構造解析 
化合物 5 は黄色非晶質として単離された. 1H-NMR および ESIMS スペクト
ルと文献値との比較により 6-Deoxy-8-methylrabelomycin と同定した 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   compound 5 (acetone-d6) 
6-Deoxy-8-methylrabelomycin 6) 
(acetone-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δH (ppm, J in Hz) 600 MHz 
1     
2 2.81 (1H, dd, 1.8, 14.4) 2.83 (1H, dd, 1.7, 14.1) 
  3.03 (1H, d, 14.4) 3.03 (1H, d, 14.1) 
3     
3-CH3 1.45 (3H, s) 1.45 (3H, s) 
3-OH     
4 3.17 (1H, dd, 1.8, 17.2) 3.17 (1H, dd, 1.7, 16.8) 
  3.26 (1H, d, 17.2) 3.27 (1H, d, 16.8) 
5     
6 7.65 (1H, d, 8.0) 7.64 (1H, d, 7.8) 
7 8.16 (1H, d, 8.0) 8.16 (1H, d, 7.8) 
8     
9     
10     
11     
11-OCH3 3.98 (3H, s) 3.98 (3H, s) 
12 7.50 (1H, d, 8.0) 7.49 (1H, d, 8.1) 
13 7.80 (1H, d, 8.0) 7.79 (1H, t, 8.1) 
14 7.60 (1H, d, 8.0) 7.59 (1H, d, 8.1) 
15     
16     
17     
18     
 
Figure 2-5. Structure of 6-Deoxy-8-methylrabelomycin. 
 
Table 2-6. 1H -NMR data of compound 5 in acetone-d6 
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6. elmenol C (6) の構造解析 
elmenol C は褐色の非晶質として単離された．HRESIMS において m/z 
393.1326 [M+Na]+（calcd for C21H22O6Na 393.1314）にピークを示したことから
分子式 C21H22O6をもつと推定した． 
IR スぺクトルにおける 3354 cm-1の幅広い吸収ピークからヒドロキシ基の存
在が，1671 cm-1 の鋭い吸収ピークからカルボニル基の存在がそれぞれ示唆さ
れた． 
CD3OD 中にて測定した 1H-NMR, 13C-NMR 及び HMQC より 2 個のメチレン
((δH 2.76, 2.81; δC 54.4), (δH 3.01, 3.11; δC 44.5))，5 個の芳香族メチン ((δH 6.59; δC 
114.6), (δH 6.93; δC 110.1), (δH 6.97; δC 122.8), (δH 7.21; δC 131.2), (δH 7.29; δC 131.9))，
2 個のメチン((δH 6.47; δC 107.1), (δH 7.52; δC 81.3))，1 個のメチル基 (δH 1.40; δC 
27.3), 2 個のメトキシ基 ((δH 3.50; δC 53.9), (δH 3.92; δC 54.9)) が観測された．ま
た，8 個の四級炭素と 1 個のカルボニル炭素 (δC 201.0) が観測された． 
1H-NMR および 1H-1H COSY より 1 個の 1, 2, 3, 4 位 4-置換芳香環 (δH 6.97 (d, 
8.4), 7.21 (d, 8.4))と 1 個の 1, 2, 3 位-3 置換芳香環 (δH 6.59 (d, 7.8), 7.29 (t, 7.8), 
6.93 (d, 7.8))が観測され，HMQC, HMBC, 13C-NMR を考慮すると 2 個の芳香環
を有すると判明した．1, 3, 4, 6 位水素から 7a 位炭素への HMBC 相関,  3, 5 位
水素から 3a 位炭素への HMBC 相関より，1 個の芳香環とフラン環は縮環しイ
ソベンゾフラン環を形成していることが示唆された．また，2'位水素から 1', 4'
位炭素への HMBC 相関, 4'位水素から 4'a, 5', 8'a 位炭素への HMBC 相関, 5'位水
素から 4', 7', 8'a 位炭素への HMBC 相関, 6'位水素から 4'a, 8'位炭素への HMBC
相関より, 1 個の 4 置換芳香環と 1 個のシクロヘキサノン環は縮環し，α-テト
ラロン環を形成していることが示唆された. さらに，イソベンゾフランの 3 位
水素から 7'位炭素への HMBC 相関が観測されたことより，本化合物は，イソ
ベンゾフラン環の 3 位と α-テトラロン環の 8'位が結合した炭素骨格を有して
いると推定した．２つのメトキシ基の水素((δH 3.50)と(δH 3.92))からそれぞれ 1，
7 位炭素への HMBC 相関により，メトキシの位置は 1, 7 位と決定した．メチ
ル基の水素から 2', 3', 4'位炭素の HMBC 相関により,メチルの位置は 3'位と決
定した．3'位およ 7'位炭素が低磁場シフト ((C-3', δC 71.2), (C-7', δC 155.7))して
いることと，IR スペクトルと推定した分子式より，3'位と 7'位にヒドロキシが
結合していると推定した． 
以上から，elmenol C (6) はイソベンゾフラン環の 3 位と α-テトラロン環の
8'位が結合した炭素骨格を有している以下の平面構造をもつと推定した 7)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
イソベンゾフラン環 α-テトラロン環 
テトラロン環 
Figure 2-6. COSY and HMBC correlations of elmenol C (6). 
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elmenol C (6) 7) (CD3OD) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δC (ppm) 150 MHz 
1 6.47 (1H, d, 2.1) 107.1 
3 7.52 (1H, br d) 81.3 
3a 
 
144.6 
4 6.59 (1H, d, 7.8) 114.6 
5 7.29 (1H, t, 7.8) 131.9 
6 6.93 (1H, d, 7.8) 110.1 
7 
 
154.5 
7a 
 
125.1 
1' 
 
201.0 
2' 2.76 (1H, d, 16.2) 54.4 
 2.81 (1H, d, 16.2)  
3' 
 
71.2 
4' 3.01 (1H, d, 16.2) 44.5 
 3.11 (1H, d, 16.2)  
4'a 
 
134.8 
5' 7.21 (1H, d, 8.4) 131.2 
6' 6.97 (1H, d, 8.4) 122.8 
7' 
 
155.7 
8' 
 
125.0 
8'a 
 
131.9 
1-OCH3 3.50 (3H, s) 53.9 
7-OCH3 3.92 (3H, s) 54.9 
3'-CH3 1.40 (3H, s) 27.3 
 
 
 
  
Figure 2-7. Structure of elmenol C (6) 
 
Table 2-7. 1H and 13C-NMR data for elmenol C (6)  
 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 393.1326 [M+Na]+ (calcd for C21H22O6Na 
393.1314, Δ+1.2 mmu) 
[α]
20
 D -32.3 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3396, 2357, 1671, 1631, 1485, 1278 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 328 (2.4), 230 (2.7) 
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7-1. <elmenol D (7) の構造解析> 
elmenol D は褐色の非晶質として単離された．HRESIMS において m/z 
393.1316 [M+Na]+（calcd for C21H22O6Na 319.1314）にピークを示したことから, 
elmenol C と同一の分子式 C21H22O6であることがわかった． 
IR スぺクトルにおいては，3396，1671 cm-1の吸収ピークが観測され，elmenol 
C と類似していた．また，1H-NMR および 13C-NMR においても，elmenol C と
よく類似していた． 
各種スペクトルの解析により，elmenol D は elmenol C と同じ 1, 3-ジヒドロ
イソベンゾフランと α-テトラロン構造を含む同一の平面構造をもつと推定し
た 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 2-8. Plane Structure of elmenol D (7). 
 
18 
 
 
 
 
elmenol D (7) 7) (CD3OD) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δC (ppm) 150 MHz 
1 6.43 (1H, s) 107.6 
3 7.44 (1H, s) 80.1 
3a 
 
144.6 
4 6.63 (1H, d, 7.6) 113.8 
5 7.23 (1H, t, 7.6) 130.8 
6 6.86 (1H, d, 7.6) 110.3 
7 
 
155.0 
7a 
 
125.0 
1' 
 
201.7 
2' 2.72 (1H, d, 15.0) 54.5 
 2.93 (1H, d, 15.0)  
3' 
 
71.5 
4' 3.03 (1H, d, 16.5) 43.7 
 3.14 (1H, d, 16.5)  
4'a 
 
134.8 
5' 7.13 (1H, d, 8.4) 131.3 
6' 6.90 (1H, d, 8.4) 122.8 
7' 
 
155.0 
8' 
 
126.2 
8'a 
 
130.3 
1-OCH3 3.43 (3H, s) 53.5 
7-OCH3 3.86 (3H, s) 54.8 
3'-CH3 1.38 (3H, s) 27.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2-8. 1H and 13C-NMR data of elmenol D (7) 
 
 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 393.1316 [M+Na]+ (calcd for C21H22O6Na 
393.1314, Δ+0.2 mmu) 
[α]
20
 D +82.1 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3354, 2358, 1671, 1631, 1484 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 328 (3.9), 230 (4.1) 
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7-2. elmenol C (6)と D (7)の相対立体配置の決定 
  1, 3 位水素の相対立体配置の解析のため，elmenol C について NOE 実験を行
った． 
3 位水素 (δH 7.52)を照射したところ，1 位メトキシ基 (δH 3.50, 0.61%)との
NOE 相関がみられたことから，1, 3 位水素の相対立体配置はトランスの関係
にあると推定した． 
また，1 位水素 (δH 6.47)を照射したところ，7 位メトキシ基 (δH 3.92, 0.68%)
との NOE 相関がみられたことから, 7 位にメトキシ基があることが支持され
た． 
 
 
 
 
 
 
 
elmenol D について相対立体配置を決めるべく NOE 測定を行ったが, 単離量
が少なかったため良好な相関が得られなかった． 
ジヒドロフラン骨格においてアリル位水素間の結合定数 (5JH,H) はトランス
体の方がシス体より大きいことが知られている 8)．1, 3 位水素の結合定数 (6, J
＝2.1 Hz; 7, J＝0 Hz) が異なっていることより，elmenol C と D はジアステレ
オマーであり，1, 3 位水素の相対立体配置はシスの関係にあると推定した． 
 
 
  
Figure 2-9. NOE correlations of elmenol C (6). 
Figure 2-10. Relative configuration of elmenol D (7). 
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8. elmenol E (8) と elmenol F (9) の構造解析 
elmenol E および F は褐色の非晶質として単離された．LC-MS 分析より m/z 
349 [M-H]-にピークが観測されたことから分子量を C21H18O5と推定した.  
IR スぺクトルにおける 3335 cm-1の幅広い吸収ピークからヒドロキシ基の存在
が示唆された． 
acetone-d6 中にて測定した 1H-NMR において，メジャーピークにマイナーピ
ークが重なるようなスペクトルを示し，その積分比から 2:1 の混合物であるこ
とがわかった．メジャー成分を elmenol E (8)とし，以下のように構造解析を行
った． 
1H-NMR 及び HMQC より 7 個の芳香族メチン ((δH 6.52; δC 104.0), (δH 6.59; δC 
114.6), (δH 7.08; δC 111.9), (δH 7.10; δC 116.1), (δH 7.14; δC 121.6), (δH 7.39; δC 132.6), 
(δH 7.65; δC 127.9))，1 個のオキシメチン (δH 6.34; δC 106.6)，1 個のメチル基 (δH 
2.44; δC 22.7), 2 個のメトキシ基 ((δH 3.45; δC 54.1), (δH 3.93; δC 55.5)) が観測され
た．  
1H-NMR よりオルトカップリングしている芳香族水素 (δH 7.14 (d, 9.0), 7.65 
(d, 9.0))と 1 個の 1, 2, 3 位-3 置換芳香環 (δH 6.59 (d, 7.8), 7.08 (d, 7.8), 7.39 (d, 
7.8)) また, 2 個のシングレットの芳香族水素 (δH 6.52 (s), 7.10 (s)) が観測され, 
HMQC, HMBC を考慮すると 3 個の芳香環を有すると判明した.  
5', 6', 8'位の水素から 1'a 位炭素へ, 5'位水素から 6'位炭素へ, 6'位水素から 5'
位炭素への HMBC 相関より 2 個の芳香環は縮環しナフタレンを形成している
ことが示唆された. 1, 5 位水素から 3a 位炭素への HMBC 相関, 6, 4 位水素から
7a 位炭素への HMBC 相関より，1 個の芳香族環とフラン環は縮環しイソベン
ゾフラン環を形成していることが示唆された．さらに, メトキシ基の水素 (δH 
3.45, 3.93)からそれぞれ 1, 7 位炭素への HMBC 相関, メチル基の水素（δH 2.44）
から 2', 3', 4'位の炭素への HMBC 相関より２つのメトキシ基は 1 位と 7 位に，
メチル基は 3'位に結合していると決定した. どの芳香環にも属さない四級炭素
（δC 120.4）に 1, 4, 4'位水素からの HMBC 相関が観測された．推定分子式, 化
学シフト値を考慮しこの四級炭素はケタール炭素由来であると結論づけ , 
elmenol E (8)はスピロケタール構造を有する以下の構造と考えた.  
マイナー成分である elmenol F (9)は 1H-NMR において elmenol E とよく類似
していた．各種スペクトル解析により，elmenol F は elmenol E と同一の平面構
造をもつことがわかった． elmenol E および elmenol F は 1 位または 3 位のジ
アステレオマーであると推定した 7)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-11. COSY and HMBC correlations of elmenol E (8) and elmenol F (9) 
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elmenol E 7) (acetone-d6) (major) elmenol F
 7) (acetone-d6) (minor) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δC* (ppm) 150 MHz δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δC* (ppm) 150 MHz 
1 6.34 (1H, s) 106.3 6.34 (1H, s) 106.3 
3 
 
120.4 
 
121.0 
3a 
 
142.4 
 
142.2 
4 6.59 (1H, d, 7.8) 115.2 6.59 (1H, d, 7.8) 115.2 
5 7.39 (1H, d, 7.8) 132.9 7.44 (1H, d, 7.8) 133.6 
6 7.08 (1H, d, 7.8) 112.6 7.07 (1H, d, 7.8) 113.1 
7 
 
156.1 
 
156.0 
7a  126.3  125.8 
1' 
 
157.4 
 
157.2 
1'a 
 
128.5 
 
128.8 
2' 
 
126.4 
 
126.5 
3' 
 
150.3 
 
149.7 
4' 7.14 (1H, d, 9.0) 122.0 7.14 (1H, d, 9.0) 122.3 
5' 7.65 (1H, d, 9.0) 128.3 7.68 (1H, d, 9.0) 128.2 
5'a 
 
118.0 
 
118.4 
6' 7.10 (1H, s) 116.0 7.10 (1H, s) 116.4 
7' 
 
137.0 
 
137.2 
8' 6.52 (1H, s) 104.0 6.54 (1H, s) 104.4 
1-OCH3 3.45 (3H, s) 54.6 3.56 (3H, s) 55.3 
7-OCH3 3.93 (3H, s) 56.0 3.96 (3H, s) 56.2 
7'-CH3 2.44 (3H, s) 22.7 2.45 (3H, s) 23.3 
*chemical shifts were obtained from HMQC and HMBC experiments. 
 
 
 
 
 
Table 2-9. 1H and 13C-NMR data for elmenol E (8) and elmenol F (9) 
 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 373.1067 [M+Na]+ (calcd for C21H18O5Na 
373.1052, Δ+1.5 mmu)  
IR (ATR) νmax 3335, 1614, 1488, 1292 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 342 (3.4), 300 (3.5), 279 
(3.9), 246 (4.2), 218 (4.4)  
 
 
 
Figure 2-12. structures of elmenol E (8) and elmenol F (9). 
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9. elmenol G (10) の構造解析 
elmenol Gは褐色の非晶質として単離された. HRESIMSにおいてm/z 343.0942 
[M+Na]+ （calcd for C20H16O4Na 343.0963）にピークが観測されたことから分子
量を C20H16O4と推定した.   
IR スぺクトルにおける 3350 cm-1の幅広い吸収ピークからヒドロキシ基の存
在が示唆された． 
acetone-d6中にて測定した 1H-NMR, 13C-NMR および HMQC より 7 個の芳香
族メチン ((δH 6.81; δC 113.8), (δH 6.82; δC 120.5), (δH 6.86; δC 112.1), (δH 7.02; δC 
120.9), (δH 7.08; δC 113.4), (δH 7.21; δC 132.7), (δH 7.49; δC 129.9)), 2 個のオキシメ
チン ((δH 6.78; δC 100.8), (δH 7.30; δC 80.5)), 1 個のメチル基 (δH 2.32; δC 22.0), 1
個のメトキシ基 (δH 3.89; δC 56.7)が観測された. また，8 個の四級炭素が観測さ
れ，そのうち，1, 8, 11 位の炭素の化学シフト値（δC 155.7; 146.5; 154.0）から，
これらの炭素は酸素と結合していることが示唆された．  
1H-NMR よりオルトカップリングしている芳香族水素 (δH 6.82 (d, 8.7), 7.49 
(d, 8.7))と 1 個の 1, 2, 3 位-3 置換芳香環 (δH 6.86 (d, 7.8), 7.08 (d, 7.8), 7.21 (t, 7.8)), 
また, 2 個のシングレットの芳香族水素(δH 6.81 (s), 7.20 (s))が観測され, HMQC, 
HMBC を考慮すると 3 個の芳香環を有すると判明した. 2, 4, 6 位水素から 18 位
炭素へ, 6 位水素から 4 位炭素へ, 4 位水素から 6 位炭素への HMBC 相関より 2
個の芳香環は縮環しナフタレン環を形成していることが示唆された. 
8, 10, 17 位炭素の化学シフト, また 10 位水素から 8, 16, 17 位炭素へ，17 位
水素から 8, 10, 11 位炭素への HMBC 相関より，ナフタレン環と 3 置換芳香環
は 2,8-dioxobicyclo[3,2,1]octane 構造を介して縮環していると推定した．  
メトキシ基の水素（δH 3.89）から 12 位炭素への HMBC 相関, メチル基の水素
（δH 2.32）から 2, 3, 4 位炭素への HMBC 相関よりメトキシ基, メチル基の位
置をそれぞれ 12, 3 位と決定した. 分子量および 1 位炭素の化学シフトをを考
えると，ヒドロキシ基の位置は 1 位と決定した． 
 以上から，elmenol G は以下のように示した平面構造をもつと推定した 7)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-13. COSY and HMBC correlations of elmenol G (10) 
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  elmenol G 7) (10) (acetone-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δC (ppm) 150 MHz 
1   154.7 
1-OH     
2 6.81 (1H, d, 1.1 ) 113.8 
3   134.8 
3-CH3 2.32 (3H, s) 22.0 
4 7.02 (1H, d, 1.1) 120.9 
5   132.7 
6 7.49 (1H, d, 8.7) 129.9 
7 6.82 (1H, d, 8.7) 120.5 
8   147.9 
9   
10 6.78 (1H, s) 100.8 
11   124.6 
12   155.7 
12-OCH3 3.89 (3H, s) 56.7 
13 6.86 (1H, d, 7.8) 112.1 
14 7.21 (1H, t, 7.8) 132.7 
15 7.08 (1H, d, 7.8) 113.4 
16   151.5 
17 7.30 (1H, s) 80.5 
18   120.5 
19   120.9 
Table 2-10. 1H and 13C-NMR data of elmenol G (10) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 343.0942 [M+Na]+ (calcd for C20H16O4Na 
343.0963, Δ-1.1 mmu)  

26
 D +7.5 (c 0.2, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3350, 1614, 1485, 1278 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 382 (3.1), 245 (3.9), 218 (4.4)  
 
 
Figure 2-14. Structure of elmenol G (10) 
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10. elmenol H (11) の構造解析 
化合物 11は白い固体として単離された. HRESIMS においてm/z 332.0924 [M-
H]-（calcd for C20H14NO4 332.0923）にピークが観測されたことから分子量を
C20H15NO4と決定した.  
 IR スペクトルにおける 3380 cm-1の幅広い吸収ピークからヒドロキシ基の存
在が, 1679 cm-1の鋭い吸収ピークからカルボニル基の存在がそれぞれ示唆され
た． 
1H-NMR および 13C-NMR において，elmenol E , F (8, 9)とよく類似している
スペクトルを示した．DMSO-d6中にて測定した 1H NMR においては, メチレン
水素が観測されなかった，また シャープな NH (δH 9.47) のピークが観測され
た．13C NMR においては, 1 個のカルボニル基（δC 167.9）のピークが観測され
た.  
また，NH (δH 9.47) の水素から C-7a, 3, 3a, 1 位への HMBC 相関が観測され
た．以上の結果を総合して，本化合物はイソインドリノン環を含む以下で示す
構造をもつと推定した 7)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-15. COSY and HMBC correlations of elmenol H (11) 
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  elmenol H 7) (11) (DMSO-d6) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz  δC (ppm) 150 MHz 
1 
 
167.9 
2   
3 
 
100.0 
3a   133.0 
4 7.18 (1H, d, 7.8) 115.6 
5 7.58 (1H, t, 7.8) 132.3 
6 7.32 (1H, d, 7.8) 114.8 
7 
 
155.1 
7a 
 
130.5 
1'   156.9 
1'a 
 
128.4 
2'   124.9 
3'   148.3 
4' 7.05 (1H, d, 7.8) 120.7 
5' 7.56 (1H, d, 7.8) 126.3 
5'a 
 
115.8 
6' 7.04 (1H, s) 114.6 
7'   132.3 
8' 6.51 (1H, s) 102.7 
7-OCH3 3.39 (3H, s) 55.8 
7'-CH3 2.41 (3H, s) 22.4 
2-NH 9.47 (1H, s)  
3'-OH 9.75 (1H, s)  
appearance : white amorphous   
HRESIMS m/z 332.0924 [M-Na]- (calcd for C20H14NO4 
332.0923, Δ+0.1 mmu)  
[α]
20
 D +80.7 (c 0.06, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3380, 2920, 1679, 1279 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 383 (3.2), 291 (3.8), 243 (4.4), 
212 (4.7)  
  
Table 2-11. 1H and 13C-NMR data for elmenol H (11)  
 
Figure 2-16. Structure of elmenol H (11) 
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11. 化合物 12 の構造解析 
化合物 12 は黄色の非晶質として単離された. 1H-NMR, 13C-NMR および
ESIMS スペクトル分析と文献値との比較により LS1924A と同定した 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 compound 12 (acetone-d6) LS1924A 
9) (acetone-d6) 
position δH (ppm) 600MHz  δC (ppm) 150MHz  δH (ppm) 400MHz  δC (ppm) 100MHz  
1   200.1   200.1 
2 2.70 (1H, dd, 2,0, 15.6) 54.0 2.70 (1H, dd, 2.0, 16.4) 54.1 
  2.92 (1H, d, 15.6)   2.94 (1H, dd, 2.0, 16.4)   
3   72.2   72.2 
3-CH3 1.39 (3H, s) 30.2 1.40 (3H, s) 30.4 
3-OH     2.06 (1H, s)   
4 2.95 (1H, d, 16.2) 43.8 2.95 (1H, d, 15.4) 44.0 
  3.12 (1H, d, 16.2)   3.15 (1H, d, 15.4)   
5   135.3   135.3 
6 7.07 (1H, d, 8.4) 130.6 7.09 (1H, d, 8.4) 130.6 
7 6.83 (1H, d, 8.4) 122.7 6.84 (1H, d, 8.4) 122.7 
8   148.5    149.4 
9 6.73 (1H, s) 100 6.75 (1H, s) 100.1 
10   124.3   124.5 
11   154.9   154.9 
11-OCH3 3.88 (3H, s) 55.9 3.89 (3H, s) 56.0 
12 6.91 (1H, d, 7.8) 111.9 6.91 (1H, d, 7.6) 112.0 
13 7.24 (1H, t, 7.8) 132.0 7.24 (1H, t, 7.6) 132.0 
14 7.18 (1H, d, 7.8) 113.0 7.19 (1H, d, 7.6) 113.1 
15   148.5    149.7 
16 6.69 (1H, s) 78.7 6.70 (1H, s) 78.8 
17   127.2   127.4 
18   128.2   128.3 
 
Figure 2-17. Structure of LS1924A 
 
 
Table 2-12. 1H and 13C NMR data of compound 12 
 
27 
 
12. 化合物 13 の構造解析 
化合物 13 は褐色の非晶質として単離された. 1H-NMR, ESIMS スペクトル
分析と文献値との比較により同定した 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Compound 13 (DMSO-d6) Ref.comp 10)(DMSO-d6) 
position δH (ppm) 600MHz  δC (ppm) 150MHz  δH (ppm) 700MHz  δC (ppm) 175MHz  
1   197.5   197.7 
2 2.41 (1H, d, 15.6) 52.4 2.43 (1H, d, 15.6) 52.4 
  2.53 (1H, d,15.6)   2.55 (1H, d, 15.6)   
3   69.6   69.7 
4 2.56 (1H, d, 16.8)  44.3 2.58 (1H, d, 16.7) 44.3 
  2.63 (1H, d, 16.8)   2.65 (1H, d, 16.7)   
5   146.4   146.5 
6 6.01 (1H, d, 9.6) 124.6 6.03 (1H, d, 10.1) 124.7 
7 6.24 (1H, d, 9.6) 138.6 6.31 (1H, d, 10.1) 138.7 
8   71.3   71.4 
9 4.81 (1H, d, 9.6)  67.5 4.83 (1H, br d, 9.7) 67.7 
10   127.3   127.4 
11   156.7   156.9 
12 6.99 (1H, d, 7.8) 110.8 7.00 (1H, d, 7.9) 111 
13 7.27 (1H, t, 7.8) 128.4 7.28 (1H, t, 8.1) 128.5 
14 6.88 (1H, d, 7.8) 119.5 6.90 (1H, d, 7.9) 119.6 
15   142.6   142.6 
16 4.84 (1H, dd, 2.7, 6.0 )  70 4.86 (1H, br s) 70.1 
17  2.62 (1H, br s) 46.4 2.67 (1H, br s) 46.6 
18   125.7   125.8 
3-CH3 1.18 (3H, s)  28.3 1.20 (3H, s) 28.4 
3-OH  4.85 (1H, s)    4.82 (1H, s)   
8-OH  5.15 (1H, s)    5.15 (1H, s)   
9-OH  5.23 (1H, d, 9.6)   5.24 (1H, br d, 9.3)    
11-OCH3  3.79 (3H, s) 55.5 3.81 (3H, s) 55.6 
16-OH  5.50 (1H, d, 6.0)    5.48 (1H, br s)   
 
 
 
Table 2-13. 1H and 13C NMR data of compound 13 
 
Figure 2-18. Structure of compound 13 
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第三節 生合成経路 
 
化合物 1 および 6-10, 12 は化合物 4 または 5 を出発物質として生合成され
ると予想した. まず, 化合物 4 または 5 に対して Baeyer-Villiger 酸化反応によ
り C8/C9 炭素結合が切断され,ラクトン中間体 A と B が生じる. 化合物 10 と
12 は中間体 A または B の 9 位, 16 位のカルボニル基が還元され (還元中間体
C, D), 生じた 16 位ヒドロキシ基が脱水を伴いながら 9 位炭素との間にエー
テル環を形成することで生成すると予想した. なお, 化合物 5 から 4, および
それぞれに対応する中間体と最終生成物に関しては, 脱水·芳香化により容易
に変換が可能であると考えられる. 
化合物 1, 8 および 9 はラクトン中間体 A の 1 位ヒドロキシ基が 16 位カル
ボニル炭素に攻撃し（中間体 E), 8, 9 位の間にラクトン環が 8 位から 16 位ヒ
ドロキシ基との間に巻きかえることで，ケタール中間体 F が生成する. 中間
体 F の 9 位カルボニルきが還元された後（還元中間体 G), 9 位ヒドロキシ基
がさらに還元されると化合物 1 が, 9 位ヒドロキシ基がメチル化されると化合
物 8 および 9 が生成すると予想した. (Figure 2-19.) 
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Figure 2-19. Hypothetcal biosynthesis cascade A for the generation of compound 1, 6-10, 12 from 4 and 5 
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化合物 6 と 7 は既知化合物 emycin E の生合成経路を参考に次のように推定
した.すなわち, ラクトン中間体 B のエステル結合が加水分解された後（中間
体 H），9 位カルボニル酸および 16 位カルボニル基が還元される（還元中間
体 I）．生じた 9 位および 16 位ヒドロキシ基が 1 位カルボニル炭素へ攻撃しケ
タール中間体 J が生成する. 中間体 J は既知化合物 emycin F に相当すると考
えられる. 一方，中間体 I の 9 位，16 位のヒドロキシ基間で 5 員環エーテル
を形成することで中間体 K が生じる. 中間体 K は既知化合物 emycin E に相当
する．中間体 K の 9 位炭素に対して酸化およびメチル化によるメトキシ基導
入されることで化合物 6 と 7 が生合成されると推定した. なお，Gerlitz ら
は，中間体 J から L，M を経て K が生成する経路を提唱している 11)．(Figure 
2-20.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Figure 2-20. Rearrangement of intermediate J into K 10) 
 
Figure 2-21. Structures of emycin E and F 
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また, 化合物 6 と 7 は次のような経路によって生合成されることも予想し
た. すなわち, ラクトン中間体 B の 16 位カルボニル基が還元され（中間体
N），生じた 16 位のヒドロキシ基，8, 9 位のラクトン環が巻き直すことで 5 員
環ラクトン中間体 O が生じる. 中間体 O の 9 位カルボニル基が還元され（還
元中間体 P），生じたヒドロキシ基がメチル化されることで化合物 6 と 7 が生
合成されると推定した. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-22. Hypothetical biosynthesis cascade B for the generation of compound 1, 6-10, 12 from 4 and 5  
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化合物 2 と 3 は化合物 4 または 5 に対する Baeyer-Villiger 酸化反応が異な
る位置で起こることで生合成すると予想した. すなわち, 化合物 4 または 5
に対する Baeyer-Villiger 酸化反応により C16/C17 炭素結合が切断され, ラクト
ン中間体 Q と R が生じる. ラクトン中間体 Q または R の 9 位カルボニル基
が還元され（還元中間体 S, T）, 生じた 9 位のヒドロキシ基が 16, 17 位間の
ラクトン環が巻き直すことで，5 員環ラクトン中間体 U および V が生じる. 
中間体 U および V の 16 位および 17 位炭素が還元された後（中間体 W, X）, 
生じた 16 位ヒドロキシ基がメチル化されることで化合物 2 と 3 が生合成さ
れると推定した. なお,化合物 2 と 3, およびそれぞれに対応する中間体と最
終生成物に関しては, 脱水·芳香化により容易に変換が可能であると考えられ
る.  (Figure 2-23.) 
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Figure 2-23. Hypothetical biosynthesis cascade for the generation of compound 2 and 3 from 4 and 5. 
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第四節 生物活性評価 
単離化合物についてがん細胞に対する TRAIL 耐性克服作用を評価した 12)． 
TRAIL はデスリガンドであり，がん細胞特異なデスレセプター(DR)に結合
し，細胞質内に存在する DR の領域を介し，Fas-associated protein with death 
domain (FADD) と結合する．さらに，TRAIL-R, FADD およびタンパク質分解
酵素である procaspase-8 の複合体を形成することにより，caspase 類を活性化
させ，アポトーシスが誘導させる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TRAIL 耐性細胞である野生型ヒト胃がん細胞株 AGS を用い，サンプル単
独群とサンプル＋TRAIL 併用群の細胞生存率を比較することで活性評価を行
った．サンプル＋TRAIL 併用群がサンプル単独群より細胞生存率が減少した
場合は，このサンプルは耐性克服作用を有すると考えられる． 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-24. Death receptor pathways. 
 
デスレセプター 
2. TRAIL-Rの三量体化 
3. TRAIL-R ， FADD ， procaspase-8 複合体
（DISC，Death-inducing signaling complex）の形成 
4. caspase-8 の活性化 
5. caspase-3 の活性化 
6. アポトーシス 
1. TRAIL が受容体である DR4，DR5 に結合 
Figure 2-25. Example of active sample 
overcoming 
TRAIL-resistance 
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elmenol C, D は AGS に対して，活性を示さなかった． 
elmenol G, H については，50 μM の濃度で弱いながらも TRAIL 耐性克服作用
を示した．  
 
 
 
 
Figure 2-26. TRAIL-resistance overcoming activity of elmenol C-H 
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総括 
 
放線菌は，抗生物質をはじめとして多様な構造と生物活性をもつ二次代謝産
物を産生することが知られており有用な医薬探索資源として利用されている． 
筆者は，札幌市内で採集した土壌より分離した Streptomyces sp. IFM 11490 株
については，液体 Waksman および M1 培地にて震盪培養し，得られた培養液
を遠心分離によって上清と菌体に分けた．上清を酢酸エチルで溶媒分配し得
られた抽出物について，各種クロマトグラフィー (silica gel, ODS, LH-20, RP-
HPLC ) により分画を進めた結果，9 種のイソベンゾフラン環を有する新規化
合物，ならびに関連する 4 種の既知のアントラキノン化合物を単離した. 
 これらの TRAIL 耐性克服作用を調べたところ，化合物 10, 11 は TRAIL 共
存下において，弱いながらも TRAIL 耐性克服作用を示した. 
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実験の部 
《使用機器》 
オートクレーブ: HA300MⅡ  (HIRAYAMA) 
 (論文中，滅菌条件の記載が無いものは，全て 121℃, 20 分間の蒸気滅菌を行
ったものとする．) 
震盪培養器: SHI-2000  (IWAKI)  
クリーンベンチ: MCV-B131S  (SANYO) 
遠心分離器: M200 IVD  (sakuma)  
20PR-52  (HITACHI) 
フリーザー: MEDICOOL  (SANYO)  
BIOMEDICAL FREEZER  (SANYO) 
超低温フリーザー  (SANYO） 
超音波破砕機: ULTRASONIC DISRUPTOR UD-201  (TOMY) 
凍結乾燥機: FDU – 830  (EYELA) 
ボルテックスミキサー: vortex GENIE-2  (Scientific Industries) 
核磁気共鳴測定装置 (NMR):  JEOL ECA 600 spectrometer 
                             JEOL ECP 400 spectrometer 
                             JEOL ECP 600 spectrometer 
                             JEOL ECS 400 spectrometer 
質量分析計（MS） 
 質量分析計: ESIMS  AccuTOF LC-plus JMS-T100LP mass spectrometer  JEOL 
LCMS 装置 
オンラインデガッサ: DGU-20A3  (SHIMAZU) 
送液ユニット: LC20-AT  (SHIMAZU) 
オートサンプラー: SIL-20A  (SHIMAZU) 
カラムオーブン: CTO-20A  (SHIMAZU) 
フォトダイオードアレイ紫外可視検出器: SPD-M20A  (SHIMAZU) 
高圧流路切換バルブ: FCV-20AH2  (SHIMAZU) 
質量分析装置: LCMS-2020  (SHIMAZU) 
旋光計（[α]D : DIP - 1020 Digital Polarimeter (JASCO) 
紫外可視分光光度計 (UV): UVmini1240UV-VIS spectrometer  (SHIMADZU) 
赤外分光光度計 (IR): FT-IR230 spectrometer  (JASCO) 
HPLC 装置 
カラム: Luna 5u Phenyl-Hexyl（φ10 × 250 mm） 
       YMC -Pack ODS-AM（φ10 × 250 mm）(YMC) 
       COSMOSIL Packed column 5C18-AR-Ⅱ (φ10 × 250 mm） 
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装置は以下の組み合わせでいずれかを用いた.  
System 1.（JASCOA） 
         ポンプ: PU - 980 Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
         検出器: UV - 970 Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                RI - 1530 Intelligent RI Detector  (JASCO) 
System 2.（JASCOA） 
     ポンプ: PU - 2080 plus Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
          検出器: UV - 2075 plus Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                 RI - 2031 plus Intelligent RI Detector  (JASCO) 
System 3.（JASCOA） 
           ポンプ: PU - 1580 plus Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
          検出器: UV - 1575 plus Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                 RI - 1530 plus Intelligent RI Detector  (JASCO) 
カラム担体: Silica gel PSQ 100B  (Fuji silysia Chemical Ltd.) 
            Silica gel PSQ 60N  (KANTO CHEMICAL CO., INC. ) 
Sephadex LH-20  (Pharmacia) 
Chromatorex ODS  (Fuji silysia Chemical Ltd.) 
 
《使用器具》 
シャーレ: N90x15 (10 cm)  (NIPRO) 
ピペットマン: P-1000, P-200, P-20  (GILSON) 
薄層クロマトグラフィー (TLC) : Kiselgel 60 F254  (Merck) 
                              RP-18 F254  (Merck) 
濾紙: 125 mm, 150 mm  (Toyo Roshi Kaisha Ltd ) 
ホモジナイザー: POLYTRON-Aggregate  (KINEMATICA) 
 
《使用試薬》 
フミン酸: Humic acid（Wako） 
NaOH: Sodium Hydroxide (Wako) 
Na2HPO4 : di-Sodium Hydrogen Phosphate (Nacalai) 
KCl: Potassium Chrolide (Nacalai) 
MgSO4・7H2O: Magnesium Sulfate (Nacalai) 
FeSO4・7H2O: Ferrous Sulfate (Wako) 
Agar: (Wako) 
Meat extract: (Wako) 
Dried Yeast: Bacto Yeast Extract  (BD) 
NaCl: Sodium Chrolide  (Wako) 
CaCO3: Calcium Carbonate  (Wako) 
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Glucose: D-(+)glucose  (Wako) 
 
cycloheximide  (Wako)  
nystatin  (SIGMA)           HV 寒天培地添加用抗真菌剤 
nalidixic acid  (SIGMA) 
trimethoprim  (SIGMA) 
thiamin  (Wako) 
riboflavin  (Wako)                           
pyridoxin  (Wako) 
inositol  (Wako) 
Ca-pantothenate  (Wako) 
p-aminobenzoic acid (Wako) 
biotin  (Wako) 
 
Waksman 培地 (100 mL):  Glucose  2 g    Meat extract  0.5 g 
             Peptone  0.5 g   Dried Yeast  0.3 g  
             NaCl  0.5 g     CaCO3  0.3 g 
             Q water  100 mL 
 HV 培地 (100 mL): 10%フミン酸 (0.2 N NaOH aq.) 1 mL (含フミン酸 0.1 g)  
          Na2HPO4  50 mg 
          KCl  170 mg 
          CaCO3  2 mg  
          MgSO4・7H2O  50 mg 
           FeSO4・7H2O  1 mg 
          ビタミン混合液 1 mL 
          抗生物質混合液 1 mL  
          Agar  1.5 g  
                   Q water or tap water  100 mL 
 
ビタミン混合液: thiamin, riboflavin, pyridoxine, inositol, Ca-panthoteneatenate, p-
aminobenzoic acid 以上各 0.05 mg,  biotin 0.025 mg, dH2O 1 mL 
抗生物質混合液: cycloheximide 5 mg, nystatin 5 mg, nalidixic acid 2.5 mg, 
trimethoprim 4 mg, DMSO 0.5 mL, dH2O 0.5 mL 
ビタミン混合液，抗生物質混合液は，オートクレーブで滅菌後放熱した培地
に加え，よく攪拌させてから，シャーレに分注した.  
 


HV 寒天培地添加用ビタミン B 類 
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M1 培地 (100 mL): 1% starch   0.4% yeast ext.   0.2% peptone  
溶媒 
核磁気共鳴測定装置（NMR）用溶媒について内部標準として以下の残留溶
媒周波数を用いた.  CDCl3 (δH: 7.24, δC: 77.0），CD3OD（δH: 3.30, δC: 49.0），
acetone-d6（δH: 2.04, δC: 29.8）, DMSO-d6 (δH: 2.49, δC: 37.5） 
化学シフト値は δ 値で表し，δ の単位は ppm である．スピン結合定数は J 値
で単位は Hz である． 
開裂様式は，s (singlet), d (doublet), t (triplet), dd (double-doublet), dt (double-
triplet), dq (double-quartet), ddd (double-double-doublet), tsep (triple-septet), br 
(broad), および m (multiplet) とそれぞれ省略して表記した． 

TLC 発色試薬 
▪Anisaldehyde 試薬（噴霧後加熱） 
   (p-Anisaldehyde 9.1 mL/ CONCH2SO4 12.3 mL/ AcOH 3.7 mL/ EtOH 370 mL ) 
▪10% H2SO4 （噴霧後加熱） 
▪Phosphomoribdate 試薬（噴霧後加熱） 
   (Phosphomoribdate 25 g, MeOH 250 mL ) 
TLC を展開後, UV ランプにより 254 nm, 360 nm の波長でスポットを検出し
た.  
<TLC スクリーニング> 
長さ 10 あるいは 5 cm の TLC プレートにキャピラリーを用いてサンプルを
5 mm 間隔でスポットし，展開溶媒で TLC にて展開した． 
数種のサンプルを同時にスポットして展開を行い，展開後に UV (254 nm, 360 
nm)を照射し，スポットを記録し，次に発色試薬にプレートを噴霧した後，ホ
ットプレートで加熱した．発色スポットはスキャナで取り込んで記録した． 
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＜LCMS による成分分析＞ 
 
Ⅰ. 培養液を抽出することで得た上清の酢酸エチル抽出物を 100%メタノールま
たは 50% エタノールに溶解し約 1 mg/mL に調製した. 調製したサンプルを以
下の HPLC 条件にて LCMS 分析を行った.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Ⅱ. 分画により得た各フラクションを 100%メタノールまたは 50%メタノール
に溶解し約 1 mg/mL に調製した. 調製したサンプルを以下の HPLC 条件にて
LCMS 分析を行った.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
<HPLC condition> 
Column: Develosil Packed Column ODS-SR-5, φ2.0 x 250 mm 
Guard column: Develosil ODS-SR-5 (φ1.5 x 10 mm) 
Flow rate: 0.2 mL/min 
Solvent: 10% MeOH (0-10 min) 
10-100% MeOH (liner gradient 10-55 min) 
100% MeOH (55-120 min) 
Concentration: 1 mg/ml 
Injection: 10~15 μl 
detection: photodiode array (UV 190-500 nm) 
 
<HPLC condition> 
Column: Develosil Packed Column ODS-SR-5, φ2.0 x 250 mm 
Guard column: Develosil ODS-SR-5 (φ1.5 x 10 mm) 
Flow rate: 0.2 mL/min 
Solvent: 50% MeOH (0-1 min) 
       50-100% MeOH (liner gradient 1-11 min)    
       100% MeOH (11-20 min) 
Concentration: 1 mg/ml 
Injection: 10~15 μl 
Detection: photodiode array (UV 190-500 nm) 
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＜放線菌 CKK1125 の同定 13)＞ 
得られた 16S rRNA 遺伝子の塩基配列について DDBJ 国立遺伝研における
BLAST 検索を行った結果, Streptomyces flavolimosus と 100%一致したため, 
Streptomyces sp. と同定された．IFM 番号を IFM11490 とした. 
 
【16S rRNA 遺伝子配列】 
GCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTCCCAATCGCCAGTCCC
ACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGT
TACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCAACTCCGACTTCATGGGG
TCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTC
CGCCTCGCGGCATCGCAGCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAG
CCCAAGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGA
GTTGACCCCGGCAGTCTCCTGTGAGTCCCCATCACCCCGAAGGGCATGCTG
GCAACACAGAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTC
ACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTATACCGACCACAAGG
GGGGCACCATCTCTGATGCTTTCCGGTATATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCTGCTTGTGCGGGCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGAACT
TAATGCGTTAGCTGCGGCACCGACGACGTGGAATGTCGCCAACACCTAGTT
CCCAACGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCA
CGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAATGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACC
GGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATC
TCCCCTACCACACTCTAGCTAGCCCGTATCGAATGCAGACCCGGGGTTAAG
CCCCGGGCTTTCACATCCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCC
CAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCT
GCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGC
TGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG
GAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCC
GGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACAAGCTGATAG
GCCGCGGGCTCATCCTTCACCGCCGGAGCTTTTAACCCCGTCCCATGCGGG
ACAGAGTGTTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTG
AAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCACCCCG
AAAGGCTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGT
C 
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【DDBJ 国立遺伝研における BLAST 検索の結果】 
                                                                 Score    
E 
Sequences producing significant alignments:                      (bits) Value 
 
JX013966|JX013966.1 Streptomyces flavolimosus strain sj32 16S ri...  2936   0.0   
EU430555|EU430555.1 Streptomyces sp. VTT E-062982 16S ribosomal ...  2936   0.0   
EU430554|EU430554.1 Streptomyces sp. VTT E-062980 16S ribosomal ...  2936   0.0   
EU430553|EU430553.1 Streptomyces sp. VTT E-062973 16S ribosomal ...  2936   0.0   
EF688620|EF688620.1 Streptomyces flavolimosus strain CGMCC 2027 ...  2936   0.0   
EF093118|EF093118.1 Streptomyces sp. VTT E-042644 16S ribosomal ...  2936   0.0   
AF389344|AF389344.1 Streptomyces sp. YIM8 16S ribosomal RNA gene...  2936   0.0   
 
JX013966|JX013966.1 Streptomyces flavolimosus strain sj32 16S 
            ribosomal RNA gene, partial sequence. 
          Length = 1506 
 
 Score = 2936 bits (1481), Expect = 0.0 
 Identities = 1481/1481 (100%) 
 Strand = Plus / Minus 
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< Streptomyces sp. IFM 11490 株の大量培養 抽出 分画> 
Streptomyces sp. IFM 11490 株については，大量培養を 3 回繰り返した．  
 
[大量培養 1 回目] 
Streptomyces sp. IFM 11490 株 のグリセロールストックを Waksman 寒天培
地へ植え, 培養した（28℃, 3~5 日間）. 培養後, 形成された胞子, コロニーを
白金耳でかきとり, 500 mL 坂口フラスコ中の滅菌済み液体 Waksman 培地 100 
mL に植え, 振盪培養を行った（28℃, 120 rpm, 5 日間）. 培養後の培養液を 3 
L のカブ型フラスコ中の滅菌済み液体 Waksman 培地 750 mL に 20 mL 加えた. 
同様の方法で用意したカブ型フラスコ 16 本（総培養液量 12 L）を振盪培養
した（28℃, 120 rpm, 6 日間）. 
 
[抽出] 
培養後の培養液（12 L）を遠心分離（3000 rpm, 15 min）によって上清と菌体
に分けた. 上清は酢酸エチルで 3 回溶媒分配し酢酸エチル抽出物（3.4 g）を得
た.  
菌体はメタノールを加え 5 分間ホモジナイズし均質化させた後, 遠心分離
（3000 rpm, 15 min）によって上清と残渣に分けた. 上清を溶媒溜去し菌体のメ
タノール抽出物 (6.5 g)を得た. 菌体の抽出, 遠心分離操作は 3 回繰り返し行っ
た. 
 
[大量培養 2 回目] 
目的化合物の増量を図るため，再度大量培養を行った．Streptomyces sp. IFM 
11490 株のグリセロールストックを Waksman 寒天培地へ植え, 培養した（28℃, 
3~5 日間）. 培養後, 形成された胞子, コロニーを白金耳でかきとり, 500 mL
坂口フラスコ中の滅菌済み液体 Waksman 培地 100 mL に植え, 振盪培養を行っ
た（28℃, 120 rpm, 5 日間）. 培養後の培養液を 3 L のカブ型フラスコ中の滅菌
済み液体 Waksman 培地 750 mL に 20 mL 加えた. 同様の方法で用意したカブ
型フラスコ 16 本（総培養液量 12 L）を振盪培養した（28℃, 120 rpm, 6 日間）.  
 
[抽出] 
培養後の培養液 (12 L)を，遠心分離機により菌体と上清に分けた（3000 rpm, 
15 min）． 
上清は酢酸エチルで 3 回溶媒分配し酢酸エチル抽出物 (3.5 g) を得た.  
菌体はメタノールを加え 5 分間ホモジナイザし均質化させた．均質化後，遠心
分離（3000 rpm, 15 min）により菌体を除き，同じ操作を 3 回繰り返し，上清を
エバポレーターで溶媒溜去して菌体メタノール抽出物 (8.2 g) を得た． 
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[大量培養 3 回目] 
Streptomyces sp. IFM 11490 株のグリセロールストックを Waksman 寒天培地
へ植え, 培養した（28℃, 3~5 日間）. 培養後, 形成された胞子, コロニーを白
金耳でかきとり, 500 mL 坂口フラスコ中の滅菌済み液体 M1 培地 100 mL に植
え, 振盪培養を行った（28℃, 120 rpm, 5 日間）. 培養後の培養液を 3 L のカブ
型フラスコ中の滅菌済み液体 M1 培地 750 mL に 20 mL 加えた. 同様の方法で
用意したカブ型フラスコ 16 本（総培養液量 12 L）を振盪培養した（28℃, 120 
rpm, 6 日間）.  
 
[抽出] 
培養後の培養液（12 L）を，遠心分離機により菌体と上清に分けた（3000 rpm, 
15 min）． 
上清は酢酸エチルで 3 回溶媒分配し酢酸エチル抽出物（2.5 g）を得た. 
菌体はメタノールを加え 5 分間ホモジナイザし均質化させた．均質化後，遠心
分離（3000 rpm, 15 min）により菌体を除き，同じ操作を 3 回繰り返し，得た上
清に適量の R 水と等量な酢酸エチルを加え溶媒分配し菌体の酢酸エチル抽出
物（0.7 g）を得た． 
 
[分画] 
elmenol C (6)と elmenol D (7) 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を Waksman 培地にて大量培養し得られた酢酸
エチル抽出物 (3.4 g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 29 × 420 
mm, CHCl3/MeOH = 1/0, 99/1, 98/2, 0/1)． 
得られた Fr.1A の一部 (293.3 mg, CHCl3/MeOH = 1/0 で溶出)をセファデック
スカラムで分画した (Sephadex LH-20 φ 25 × 240 mm, MeOH/H2O = 1/1, 3/2, 1/0)． 
得られた Fr.7A (104.4 mg, MeOH/H2O = 1/1 で溶出)をセファデックスカラム
で分画した(Sephadex LH-20 φ 24 × 355 mm, MeOH)． 
得られた Fr.8C (43.3 mg )をシリカゲルカラムで分画した (silica gel 60N φ 20 
× 320 mm， CH2Cl2/MeOH = 1/0, 9/1, 1/1, 0/1)． 
得られた Fr.11C (37.3 mg, CH2Cl2/MeOH = 1/1 で溶出)をセファデックスカラ
ムで分画した ( Sephadex LH-20 φ 20 × 260 mm, MeOH)． 
得られた Fr.12A (1.7 mg), 12B (1.0 mg), 12C (1.9 mg)（MeOH/H2O =1/1 で溶出）
を合わせて逆相 HPLC で分画し (YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶
媒：60% MeOH, 流速：1.0 mL/min, 検出：UV 254 nm)，elmenol C (6) (0.4 mg , 
tR = 23.0 min)を得た． 
得られた Fr.12F (3.4 mg), 12G (5.2 mg)（MeOH/H2O=1/1 で溶出）と 12H (7.8 
mg) （MeOH/H2O=1/0 で溶出）を合わせて逆相 HPLC で分画し (YMC-Pack 
ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶媒：65% MeOH, 流速：1.5 mL/min, 検出：UV 
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254 nm)，elmenol C (6) (1.7 mg, tR = 14.0 min) と elmenol D (7) (1.1 mg, tR = 16.0 
min)を得た． 
 
elmenol E と F (8, 9) 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を Waksman 培地にて再大量培養で得られた酢
酸エチル抽出物 (3.5g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 42 × 
230mm, CHCl3/MeOH = 1/0, 95/5, 1/1, 0/1)． 
得られた Fr.1B の一部 (168.1 mg, CHCl3/MeOH = 1/0 で溶出) を ODS カラムで
分画した (ODS c.c. φ 25 × 380 mm, MeOH/H2O = 7/3, 8/2, 1/0 + 0.1% TFA )． 
  得られた Fr.2A (42.0 mg, MeOH/H2O = 7/3 で溶出) を逆相 HPLC で分画し 
(YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶媒：75% MeOH, 流速：2.0 mL/min, 
検出：UV 254 nm). 
  得られた Fr.4C (4.6 mg)を逆相 HPLC で分画し (YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 
250 mm, 溶出溶媒：75% MeOH, 流速：2.0 mL/min, 検出：UV 254 nm), elmenol 
E と F の混合物 (1.7 mg, tR = 14.0 min)を得た． 
得られた Fr.1B の一部 (100.0 mg, CHCl3/MeOH = 1/0 で溶出) を ODS カラム
で分画した(ODS c.c. φ30 × 230 mm, MeOH/H2O = 7/3, 8/2, 1/0 + 0.1% TFA)． 
  得られた Fr.6A (26.8 mg, MeOH/H2O = 7/3 で溶出) を逆相 HPLC で分画し 
(YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶媒：60% MeOH, 流速：1.7 mL/min, 
検出：UV 254 nm), . elmenol E と F (8, 9) の混合物 (1.2 mg, tR = 64.0 min) を得
た． 
 
elmenol G (10) 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を Waksman 培地にて再大量培養で得られた酢
酸エチル抽出物 (3.5 g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 42 × 
230mm, CHCl3/MeOH = 1/0, 95/5, 1/1, 0/1)． 
得られた Fr.1C (1123.3 mg, CHCl3/MeOH = 95/5 で溶出)をシリカゲルカラム
で分画した(silica gel 60N φ 30 × 320 mm, hexane/EtOAc = 8/2, 6/4, 5/5, 4/6, 3/7, 2/8, 
1/9, 0/1, MeOH + 0.1% TFA)． 
得られた Fr.8D (19.5 mg, hexane/EtOAc = 8/2 で溶出)を逆相 HPLC で分画し 
(YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶媒：65% MeOH, 流速：1.7 mL/min, 
検出：UV 254 nm)，elmenol G (10) (1.7 mg, tR = 74.4 min) を得た． 
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elmenol H (11) 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を M1 培地にて大量培養で得られた酢酸エチル
抽出物 (2.2 g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 35 × 320 mm, 
CHCl3/MeOH = 1/0, 98/2, 95/5, 9/1, 8/2, 6/4, 1/1, MeOH + 0.1% TFA)． 
得られた Fr.1F の一部 (312.4 mg, CHCl3/MeOH = 95/5 で溶出)をシリカゲルカ
ラムで分画し (silica gel 60N φ 24 × 330 mm, hexane/EtOAc = 1/0, 9/1, 8/2 , 7/3, 6/4, 
5/5, 4/6, 3/7, 2/8, MeOH + 0.1% TFA) elmenol H (11) (0.3 mg) を得た． 
得られた Fr.4H (6.7 mg, hexane/EtOAc = 6/4 で溶出) を ODS カラムで分画し 
(ODS c.c. φ10 × 150 mm, MeOH/H2O = 4/6, 5/5, 1/0) elmenol H (11) (0.8 mg) を得
た． 
 
compound 12 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を M1 培地にて大量培養で得られた酢酸エチル
抽出物 (2.2 g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 35 × 320 mm, 
CHCl3/MeOH = 1/0, 98/2, 95/5, 9/1, 8/2, 6/4, 1/1, MeOH + 0.1% TFA)． 
得られた Fr.1E (152.3 mg, CHCl3/MeOH = 95/5 で溶出) をシリカゲルカラム
で分画し (silica gel 60N φ 24 × 330 mm, hexane/EtOAc = 8/2, 7/3, 6/4, 2/8, 0/1, 
MeOH + 0.1% TFA) compound 12 (39.6 mg) を得た． 
 
compound 13 
Streptomyces sp. IFM 11490 株を M1 培地にて大量培養で得られた酢酸エチル
抽出物 (2.2 g) をシリカゲルカラムで分画した (silica gel c.c. φ 35 × 320 mm, 
CHCl3/MeOH = 1/0, 98/2, 95/5, 9/1, 8/2, 6/4, 1/1, MeOH + 0.1% TFA)． 
得られた Fr.1I の一部 (52.8 mg, hexane/EtOAc = 6/4 で溶出) を逆相 HPLC で
分画し (YMC-Pack ODS-AM φ 10 × 250 mm, 溶出溶媒：80% MeOH, 流速：1.2 
mL/min, 検出：UV 254 nm)，compound 13 (26 mg, tR = 10.8 min) を得た． 
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<構造解析> 
elmonin (1) 
appearance : brown amorphous  
HRESIMS m/z 319.0966 [M-H]- (calcd for C20H15O4, 319.0970, Δ -0.4 mmu) 
[α]20 D -10.0 (c 0.3, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3334, 2918, 1606, 1488 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 247 (4.3), 277 (3.6), 342 (3.4) 
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 7.65 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5'), 7.31 (1H, t, J = 7.8 
Hz, H-5), 7.15 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-4'), 7.08 (1H, s, H-6'), 7.04 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-
6), 6.59 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 6.45 (1H, s, H-8'), 5.30 (1H, d, J = 13.2 Hz, H-1a), 
5.22 (1H, d, J = 13.2 Hz, H-1b), 3.94 (3H, s, 7-OCH3), 2.43 (3H, s, 7'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 157.0 (C-1'), 154.9 (C-7), 150.5 (C-3'), 140.5 (C-
3a), 136.9 (C-7'), 130.9 (C-5), 128.8 (C-7a), 128.4 (C-1'a), 128.3 (C-5'), 126.4 (C-2'), 
123.9 (C-3), 121.9 (C-4'), 117.8 (C-5'a), 115.8 (C-6'), 115.3 (C-4), 111.9 (C-6), 103.8 
(C-8'), 71.9 (C-1), 55.9 (7-OCH3), 22.7 (7'-CH3) 
 
elmenol A(2) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 335.1278 [M-H]- (calcd for C21H19O4 335.1283, Δ-0.5 mmu) 
[α]20 D -17.9 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3654, 1662, 1578, 1316 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 218 (4.7), 241 (4.6), 276 (3.9), 301 (3.6), 328 (3.4), 365 
(3.0) 
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 9.13 (1H, br s, 1'-OH), 8.15 (1H, d, J = 1.4 Hz, H-
8'), 7.61 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5'), 7.37 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-6), 7.22 (1H, dd, J = 1.4, 
9.0 Hz, H-6'), 7.11 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-4'), 7.04 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-7), 6.92 (1H, d, 
J = 7.8 Hz, H-5), 6.76 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-2'), 6.41 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3), 6.45 (1H, 
d, J = 2.0 Hz, H-1), 3.60 (3H, s, 4-OCH3), 3.36 (3H, s, 1-OCH3), 2.37 (3H, s, 3'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 155.5 (C-4), 154.1 (C-1'), 140.8 (C-7a), 137.3 (C-
7'), 136.8 (C-3'), 135.7 (C-4'a), 131.7 (C-3a), 131.0 (C-6), 127.5 (C-5'), 126.6 (C-6'), 
123.8 (C-8'a), 121.8 (C-8'), 118.8 (C-4'), 115.8 (C-7), 112.0 (C-5),111.1 (C-2'), 108.1 
(C-1), 85.7 (C-3), 55.7 (4-OCH3), 53.9 (1-OCH3), 21.8 (3'-CH3) 
 
elmenol B(3) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 335.1322 [M-H]- (calcd for C21H19O4 335.1283, Δ+3.9 mmu) 
[α]25 D +54.5 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3639, 2189, 1662, 1578, 1320 cm-1  
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UV (MeOH) λmax nm (log ε) 217 (4.6), 242 (4.4), 268 (4.0), 301 (3.6), 329 (3.4), 367 
(3.0) 
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 8.97 (1H, s, 1'-OH), 8.26 (1H, s, H-8'), 7.59 (1H, 
d, J = 8.4 Hz, H-5'), 7.35 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-6), 7.22 (1H, dd, J = 1.4, 8.4 Hz, H-6'), 
7.10 (1H, d, J = 1.3 Hz,  H-4'), 7.03 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-7), 6.92 (1H, d, J = 7.8 Hz, 
H-5), 6.76 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-2'), 6.27 (1H, s, H-3), 6.13 (1H, s, H-1), 3.63 (3H, s, 
4-OCH3), 3.36 (3H, s, 1-OCH3), 2.37 (3H, s, 3'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 155.4 (C-4), 154.1 (C-1'), 140.8 (C-7a), 137.7 (C-
7'), 136.8 (C-3'), 135.5 (C-4'a), 131.4 (C-3a), 130.9 (C-6), 127.3 (C-5'), 127.0 (C-6'), 
123.7 (C-8'a), 121.1 (C-8'), 118.8 (C-4'), 115.8 (C-7), 112.0 (C-5), 110.9 (C-2'), 108.4 
(C-1), 85.9 (C-3), 55.7 (4-OCH3), 55.4 (1-OCH3), 21.7 (3'-CH3) 
 
Compound 4 
appearance : dark brown powder  
ESIMS m/z 319 [M+H]+ , 317 [M-H]-   
1H-NMR (600 MHz,CDCl3) δH 11.13 (1H, s,1-OH), 8.26 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-7), 8.09 
(1H, d, J = 8.8 Hz, H-6), 7.92 (1H, dd, J = 1.0, 7.7 Hz, H-14), 7.71 (1H, dd, J = 7.7, 8.1 
Hz, H-13), 7.33 (1H, dd, J = 1.0, 8.4 Hz, H-12), 7.23 (brs, H-4), 7.10 (1H, d, J = 2.0 
Hz, H-2), 4.05 (3H, s, 11-OCH3), 2.46 (3H, s, 3-CH3)  
 
Compound 5 
appearance : yellow amorphous 
ESIMS m/z 337 [M+H]+ , 335 [M-H]-   
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 8.16 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7), 7.80 (1H, d, J = 8.0 
Hz, H-13), 7.60 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-14), 7.65 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-6), 7.50 (1H, d, J 
= 8.0 Hz, H-12), 3.98 (3H, s, 11-OCH3), 3.26 (1H, d, J = 17.2 Hz, H-4), 3.17 (1H, dd, 
J = 1.8, 17.2 Hz, H-4), 3.03 (1H, d, J = 14.4 Hz, H-2), 2.81 (1H, dd, J = 1.8, 17.2 Hz, 
H-4), 1.45 (3H, s, 3-CH3) 
 
 
elmenol C(6) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 393.1326 [M+Na]+ (calcd for C21H22O6Na 393.1314, Δ+1.2 mmu) 
[α]20 D -32.3 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3396, 2357, 1671, 1631, 1485, 1278 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 328 (2.4), 230 (2.7) 
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δH 7.52 (1H, brd, H-3), 7.29 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-5), 
7.21 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 6.97 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-6'), 6.93 (1H, d, J = 7.8 Hz, 
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H-6), 6.59 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 6.47 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-1), 3.92 (3H, s, 7-OCH3), 
3.50 (3H, s, 1-OCH3), 3.11 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-4'), 3.01 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-4'), 
2.81 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-2'), 2.76 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-2'), 1.40 (3H, s, 3'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, CD3OD) δC 201.0 (C-1'), 155.7 (C-7'), 154.5 (C-7), 144.6 (C-3a), 
134.8 (C-4'a), 131.9 (C-5), 131.9 (C-8'a), 131.2 (C-5'), 125.1 (C-7a), 125.0 (C-8'), 122.8 
(C-6'), 114.6 (C-4), 110.1 (C-6), 107.1 (C-1), 81.3 (C-3), 71.2 (C-3'), 54.9 (7-OCH3), 
53.9 (1-OCH3), 54.4 (C-2'), 44.5 (C-4'), 27.3 (3'-CH3)  
 
elmenol D(7) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 393.1316 [M+Na]+ (calcd for C21H22O6Na 393.1314, Δ+0.2 mmu) 
[α]20 D +82.1 (c 0.1, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3354, 2358, 1671, 1631, 1484 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 328 (3.9), 230 (4.1) 
1H-NMR (600 MHz, CD3OD) δH 7.52 (1H, br d, H-3), 7.29 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-5), 
7.21 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 6.97 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-6'), 6.93 (1H, d, J = 7.8 Hz, 
H-6), 6.59 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 6.47 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-1), 3.92 (3H, s, 7-OCH3), 
3.50 (3H, s, 1-OCH3), 3.11 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-4'), 3.01 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-4'), 
2.81 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-2'), 2.76 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-2'), 1.40 (3H, s, 3'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, CD3OD) δC 201.7 (C-1'), 155.0 (C-7'), 155.0 (C-7), 144.5 (C-3a), 
134.8 (C-4'a), 130.8 (C-5), 130.3 (C-8'a), 131.3 (C-5'), 125.0 (C-7a), 126.2 (C-8'), 122.8 
(C-6'), 113.8 (C-4), 110.3 (C-6), 107.6 (C-1), 80.1 (C-3), 71.5 (C-3'), 54.8 (7-OCH3), 
53.5 (1-OCH3), 54.4 (C-2'), 43.7 (C-4'), 27.3 (3'-CH3)  
 
 
elmenol E(8) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 373.1067 [M+Na]+ (calcd for C21H18O5Na 373.1052, Δ+1.5 mmu)  
IR (ATR) νmax 3335, 1614, 1488, 1292 cm-1 
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 342 (3.4), 300 (3.5), 279 (3.9), 246 (4.2), 218 (4.4)  
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 7.65 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5'), 7.39 (1H, t, J = 7.8 
Hz, H-5), 7.14 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-4'), 7.10 (1H, s, H-6'), 7.08 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-
6), 6.59 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 6.52 (1H, s, H-8'), 6.34 (1H, s, H-1), 3.93 (3H, s, 7-
OCH3), 3.45 (3H, s, 1-OCH3), 2.44 (3H, s, 7'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 157.4 (C-1'), 156.1 (C-7), 150.3 (C-3'), 142.4 (C-
3a), 137.0 (C-7'), 132.9 (C-5), 128.5 (C-1'a), 128.3 (C-5'), 126.4 (C-2'), 126.3 (C-7a), 
122.0 (C-4'), 120.4 (C-3), 118.0 (C-5'a), 116.0 (C-6'), 115.2 (C-4), 112.6 (C-6), 106.3 
(C-1), 104.0 (C-8'), 56.0 (7-OCH3), 54.6 (1-OCH3), 22.7 (7'-CH3) 
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elmenol F(9) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 373.1067 [M+Na]+ (calcd for C21H18O5Na 373.1052, Δ+1.5 mmu)  
IR (ATR) νmax 3335, 1614, 1488, 1292 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 342 (3.4), 300 (3.5), 279 (3.9), 246 (4.2), 218 (4.4)  
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 7.68 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-5'), 7.44 (1H, t, J = 7.8 
Hz, H-5), 7.14 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-4'), 7.10 (1H, s, H-6'), 7.07 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-
6), 6.65 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 6.54 (1H, s, H-8'), 6.34 (1H, s, H-1), 3.96 (3H, s, 7-
OCH3), 3.56 (3H, s, 1-OCH3), 2.45 (3H, s, 7'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 157.2 (C-1'), 156.0 (C-7), 149.7 (C-3'), 142.2 (C-
3a), 137.2 (C-7'), 133.6 (C-5), 128.8 (C-1'a), 128.2 (C-5'), 126.5 (C-2'), 125.8 (C-7a), 
122.3 (C-4'), 121.0 (C-3), 118.4 (C-5'a), 116.4 (C-6'), 115.2 (C-4), 113.1 (C-6), 106.3 
(C-1), 104.4 (C-8'), 56.2 (7-OCH3), 55.3 (1-OCH3), 23.3 (7'-CH3) 
 
elmenol G(10) 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 343.0942 [M+Na]+ (calcd for C20H16O4Na 343.0963, Δ-1.1 mmu)  
26 D +7.5 (c 0.2, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3350, 1614, 1485, 1278 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 382 (3.1), 245 (3.9), 218 (4.4)  
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 7.49 (1H, t, J = 8.7 Hz, H-6), 7.30 (1H, s, H-17), 
7.21 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-14), 7.08 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-15), 7.02 (1H, d, J = 1.1 Hz, 
H-4), 6.86 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-13), 6.82 (1H, t, J = 8.7 Hz, H-7), 6.81 (1H, d, J = 1.1 
Hz, H-2), 6.78 (1H, s, H-10), 3.89 (3H, s, 12-OCH3), 2.32 (3H, s, 3-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, acetone-d6) δC 155.7 (C-12), 154.7 (C-1), 151.5 (C-16), 147.9 (C-
8), 134.8 (C-3), 132.7 (C-5), 132.6 (C-14), 129.9 (C-6), 124.6 (C-11), 120.5 (C-7), 
120.9 (C-4), 120.8 (C-19), 120.4 (C-18), 113.8 (C-2), 113.4 (C-15), 112.1 (C-13), 100.8 
(C-10), 80.5 (C-17), 56.7 (12-OCH3), 22.0 (3-CH3)
 
 
elmenol H(11) 
appearance : white amorphous   
HRESIMS m/z 332.0924 [M-Na]- (calcd for C20H14NO4 332.0923, Δ+0.1 mmu)  
[α]20 D +80.7 (c 0.06, MeOH) 
IR (ATR) νmax 3380, 2920, 1679, 1279 cm-1  
UV (MeOH) λmax nm (log ε) 383 (3.2), 291 (3.8), 243 (4.4), 212 (4.7)  
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH 9.75 (1H, br s, 3'-OH), 9.47 (1H, s, 2-NH), 7.58 
(1H, t, J = 7.8 Hz, H-5), 7.56 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5'), 7.32 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-6), 
7.18 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4), 7.05 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4'), 7.04 (1H, s, H-6'), 6.51 
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(1H, s, H-8'), 3.39 (3H, s, 7-OCH3), 2.41 (3H, s, 7'-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δC 167.9 (C-1), 156.9 (C-1'), 155.1 (C-7), 148.3 (C-
3'), 133.0 (C-3a), 132.3 (C-7'), 132.3 (C-5), 130.5 (C-7a), 128.4 (C-1'a), 126.3 (C-5'), 
124.9 (C-2'), 115.8 (C-5'a), 115.6 (C-4), 114.8 (C-6), 114.6 (C-6'), 120.7 (C-4'), 102.7 
(C-8'), 100.0 (C-3), 55.8 (7-OCH3), 22.4 (7'-CH3) 
 
Compound 12 
appearance : yellow amorphous   
ESIMS m/z 361 [M+Na]+  
[α]24 D +130 (c 0.2, EtOH) 
1H-NMR (600 MHz, acetone-d6) δH 7.24 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-14), 7.18 (1H, t, J = 7.8 
Hz, H-15), 7.07 (1H, t, J = 8.4 Hz, H-6), 6.91 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-13), 6.83 (1H, d, J 
= 8.4 Hz, H-6), 6.73 (1H, s, H-10), 6.69 (1H, s, H-17), 3.88 (3H, s, 12-OCH3), 3.12 (1H, 
d, J = 16.2 Hz, H-4), 2.95 (1H, dd, J = 16.2 Hz, H-2), 2.92 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-2), 
2.70 (1H, dd, J = 2.0, 15.6 Hz, H-2), 1.39 (3H, s, 3-CH3) 
 
Compound 13 
appearance : brown amorphous   
ESIMS m/z 381 [M+Na]+  
1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH 7.27 (1H, t, J = 7.8 Hz, H-13), 6.99 (1H, d, J = 7.8 
Hz, H-12), 6.88 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-14), 6.24 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-7), 6.01 (1H, d, J 
= 9.6 Hz, H-6), 5.50 (1H, d, J = 6.0 Hz, 16-OH), 5.23 (1H, d, J = 9.6 Hz, 9-OH), 5.15 
(1H, s, 8-OH), 4.85 (1H, s, 3-OH), 4.84 (1H, dd, J = 2.7, 6.0 Hz, H-16 ), 4.81 (1H, d, J 
= 9.6 Hz, H-9), 3.79 (3H, s, 11-OCH3), 2.63 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-4), 2.62 (1H, brs, 
H-17), 2.56 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-4), 2.53 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-2), 2.41 (1H, d, J = 
15.6 Hz, H-2), 1.18 (3H, s, 3-CH3) 
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＜細胞培養および活性試験＞ 
 
蛍光プレートリーダー Fluoroscan Ascent (Thermo Labsystems) 
Voltex  vortex GENIE-2 (Scientific Industries) 
ピペットマン: PAL-1000, PAL-200, PAL-20, PAL-2, PAL-8-200 (BM) 
                      NPX-1000, NPX-200, NPX-20, NPX-2 (NICHIRYO) 
P-1000, P-200, P-20, P-2 (GILSON) 
オートクレーブ HA-300M (HIRAYAMA) 
乾熱滅菌機 DA60 (HIRAYAMA) 
CO2インキュベーター MC0-17AIC (SANYO) 
顕微鏡  CK40 (Olympus) 
マイクロタイタープレート F96 BLACK (NUNC)   
遠心機 M200-IVD (SAKUMA) 
卓上遠心機      プチ R まる 8 エイト(WAKEN) 
 
＜細胞毒性試験 (FMCA assay) を用いた TRAIL 耐性克服試験＞ 
培養細胞株 
AGS 細胞（ヒト胃癌細胞株）  
 
試薬 
RPMI1640 medium WaKo 
Fluorescein Diacetate (FDA)  Wako 
Fetal Bovine Serum (FBS)   Biowest 
Trypsin EDTA (0.25%Trypsin, 1 nM EDTA)  WaKo 
Recombinant Human TRAIL/Apo2L   Wako 
KCl                                                 WaKo. 
KH2PO4                                              WaKo  
NaCl WaKo 
Na2HPO4  WaKo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
cultivated in 5% CO2, 37℃ 
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試薬の調整および保存 
RPMI1640 medium（10% FBS 溶液） 
・ RPMI 1640 medium  500 mL （冷蔵） 
・ Fetal Bovine Serum   50 mL （非動化処理済） 
  クリーンベンチ内でこれらを十分に混合した後, 冷蔵保存した． 
 
PBS ((-)-Phosphate Buffer Saline) 
・  KCl    0.2 g 
・  KH2PO4   0.2 g 
・  NaCl    8.0 g 
・  Na2HPO4   1.11 g 
精製水 1000 mL に溶解した後, 高圧蒸気滅菌（120℃, 20 min）して用いた.  
 
rTRAIL 溶液（500 µg/ml  PBS 溶液） 
・  Recombinant Human TRAIL/Apo2L   50 mg 
・  PBS                  100 µL 
 クリーンベンチ内でこれらを十分に混合した後, 1.5 mL チューブに分注し, -
80℃にて冷凍保存した.  
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実験原理 
  FDA は細胞内に取り込まれると, 細胞内の酵素エステラーゼの働きにより
加水分解されて蛍光性の Fluorescein となる. すなわち, 生細胞が FDA によっ
て蛍光染色されることから, 生細胞数は Fluorescein の蛍光強度に比例すると
考えられる. そこで細胞毒性を次に示す式から算出した.  
▪方法 
96 穴平底マイクロプレートに 6.0×103 cells/mL（AGS 細胞株）に調整した細
胞懸濁液 200 μL を加え, CO2インキュベーター内で前培養した. 24 時間後, 培
地を取り除き, 試料液（TRAIL 耐性克服作用のアッセイをする場合はサンプル
のみに加え, サンプル+100 ng/mL TRAIL の試料液も調製する.）を含む新たな
RPMI 培地 200 μL を well に加え 24 時間培養した. その後, 培地を取り除き, 
PBS で細胞を一回洗浄後 FDA 溶液を 200 μL 添加した. 一時間後, Fluorescein
の蛍光測定を行い, 以下の計算式により細胞生存率を算出した. 
 
 
 
 
 
 
※計算式 
Viability (%) ＝   
試料溶液 
  試料を DMSO または 50％EtOH に溶解後, 試料を添加し試料溶液を作製し
た. DMSO を用いる場合は RPMI 培地中の DMSO の最終濃度が最大 0.4%以下
になるように調整した.  
FDA （Fluorescein diacetate） 溶液 
  FDA 5 mg を DMSO 500 µL に溶解して FDA 10 mg/mL DMSO 溶液とした後, 
この 20 µL を PBS 20 mL に添加して FDA 溶液 （FDA 終濃度 10 µg/mL）とし
た.  
方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
Day1：          細胞播種 
pre-incubation (37℃, 5% CO2, 24 hr) 
Day2：  サンプル添加（TRAIL濃度：100 ng/ml） 
incubation (24 hr) 
Day3：  FDA染色 ⇒ 蛍光測定 (Ex: 485 nm, Em: 538 nm) 
O OCOCH3H3COCO
O
O
FDA(Fluorescein diacetate)
OHO OH
O
O
Fluorescein
esterase 
Ex: 485 nm, Em: 538 nm 
 
 
sample の蛍光強度 
control の蛍光強度 
×100 
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Figure S1. 1H-NMR spectrum of elmenol C (6) (600 MHz, CD3OD). 
 
Figure S2. 13C-NMR spectrum of elmenol C (6) (150 MHz, CD3OD). 
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Figure S3. 1H-H COSY spectrum of elmenol C (6) (150 MHz, CD3OD). 
 
Figure S4. HMQC spectrum of elmenol C (6) (150 MHz, CD3OD). 
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Figure S5. HMBC spectrum of elmenol C (6) (150 MHz, CD3OD). 
 
Figure S6. 1H-NMR spectrum of elmenol D (7) (600 MHz, CD3OD). 
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Figure S7. 13C-NMR spectrum of elmenol D (7) (150 MHz, CD3OD). 
 
Figure S8. 1H-H COSY spectrum of elmenol D (7) (150 MHz, CD3OD). 
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Figure S9. HMQC spectrum of elmenol D (7) (150 MHz, CD3OD). 
 
Figure S10. HMBC spectrum of elmenol D (7) (150 MHz, CD3OD). 
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Figure S11. 1H-NMR spectrum of elmenol E, F (8, 9) (600 MHz, aceton-d6). 
 
Figure S12. 13C-NMR spectrum of elmenol E, F (8, 9) (150 MHz, aceton-d6). 
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Figure S13. 1H-H COSY spectrum of elmenol E, F (8, 9) (150 MHz, aceton-d6). 
 
Figure S14. HMQC spectrum of elmenol E, F (8, 9) (150 MHz, aceton-d6). 
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Figure S15. HMBC spectrum of elmenol E, F (8, 9) (150 MHz, aceton-d6). 
 
Figure S16. 1H-NMR spectrum of elmenol G (10) (600 MHz, acetone-d6). 
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Figure S17. 13C-NMR spectrum of elmenol G (10) (150 MHz, acetone-d6). 
 
Figure S18. 1H-H COSY spectrum of elmenol G (10) (150 MHz, acetone-d6). 
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Figure S19. HMQC spectrum of elmenol G (10) (150 MHz, acetone-d6). 
 
Figure S20. HMBC spectrum of elmenol G (10) (150 MHz, acetone-d6). 
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Figure S22. 13C-NMR spectrum of elmenol H (11) (150 MHz, DMSO-d6). 
 
Figure S21. 1H-NMR spectrum of elmenol H (11) (600 MHz, DMSO-d6). 
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Figure S23. 1H-H COSY spectrum of elmenol H (11) (150 MHz, DMSO-d6). 
 
Figure S24. HMQC spectrum of elmenol H (11) (150 MHz, DMSO-d6). 
 
68 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure S25. HMBC spectrum of elmenol H (11) (150 MHz, DMSO-d6). 
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Ⅱ. Wnt シグナル阻害作用をもつ植物成分の
探索 
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序論 
 
現在用いられている医薬品の約半数は，天然物に関連するものであり，天然
物を利用した活性物質の探索は創薬研究の発展に大きく寄与してきている．薬
用天然素材としては植物，菌類，海洋生物と多岐にわたっているが，今までに
報告されている天然物探索素材は，地球上の全生物のうち 10%にも満たない
と言われており，新たな有用化合物の発掘には適した素材である 1)．21 世紀に
なり，SBDD (structure based drug design) のようなタンパク質の立体構造情報に
基づく薬剤の設計，in silico スクリーニング，ハイスループットスクリーニン
グ，コンビナトリアルケミストリー等の手法を使用した研究が主流となり，天
然物を利用した創薬研究は縮小傾向にある． 
しかし，天然物にはまだまだ未知のものが数多く存在し，その構造と生物活
性の多様性は天然物が今なお重要な創薬資源であることを証明しているとい
える 2)．天然物由来の薬理活性物質の探索は新薬開発の原点と言える分野であ
り，強力な生物活性と未知の母核構造を持つ天然分子の発見は創薬研究におい
て今後も極めて重要と考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年では、がん細胞に特異的に細胞毒性に効果を示す, 分子標的薬が利用さ
れている．分子標的薬の特徴として疾患の原因である標的に選択的に作用示す
点や，副作用を軽減させることで，治療効果を高めることできる点が挙げられ
る．また、がんだけではなく治療満足度の低い疾患である．糖尿病などの代謝
系疾患やアルツハイマー病や統合失調症などの神経疾患等における分子標的
薬の開発も行われている． 
上記のような研究背景及び知見より本研究では，大腸がんや糖尿病などの
種々の疾患と関わっている Wnt シグナルの阻害活性を持つ天然化合物の単離
を目的に，スクリーニングにより選択された植物からの活性成分の探索を行っ
た．   
0.0%
10.0%
20.0%
30.0%
40.0%
NP NPD NPB S Others
NP = Natural product 
NPD = Natural product derivative 
NPB = Natural products from botanical 
S = Synthetic drug 
Others 
 
 
 
Figure 1. Source of small-molecule approved drugs. 
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第一章 研究背景▪目的 
 
Wnt シグナル伝達経路は細胞内におけるシグナル伝達経路の一つであり，
線虫からヒトまで，様々な生物において保存されている．初期発生から形態
形成の種々の段階において重要な役割を担っているのみならず，皮膚，血
液，腸管，脳などの成人の組織においてもその恒常性維持に不可欠とされる
3)．Wnt は分子量約 4 万の分泌性のタンパク質であり，現在までに 19 種類報
告されている 4)．Wnt たんぱく質はそれぞれ役割が異なっており，Wnt1 は中
枢神経の発達，Wnt3a は脂肪新生などに関与している．Wnt シグナル伝達経
路には T-cell factor（TCF）/-catenin を介して Wnt 標的遺伝子の発現を制御
する Wnt/-catenin 経路，細胞骨格系の制御に関与する細胞内平面極性
（planar cell polarity：PCP）経路，細胞の接着，運動に関与しているとされる
Wnt/Ca2+経路の 3 つが存在することが知られていたが，新たにプロテインキ
ナーゼ A（PKA）を介して筋新生の制御に関与する経路が第 4 の経路として
明らかにされた 5)．これらの 4 つの経路は Wnt タンパク質が受容体である Fz
（Frizzled）に結合することによって活性化されるが，受容体以降のシグナル
伝達はそれぞれの経路で異なったタンパク質を介して行われる． 
Wnt シグナル伝達経路の中で最もよく知られているのが Wnt/-catenin 経路
である．この経路の概略図を以下に示した (Figure 1-1)．Wnt たんぱくが結合
していない状態では細胞質における転写活性化因子である-catenin はプロテ
インキナーゼである casein kinase 1α (CK1α) や GSK3 (Glycogen synthase kinase 
3)，足場たんぱく質である APC (Adenomatous polyposis coli) や Axin などと複
合体を形成している 6)．-catenin はまず，CK1αによりN末端に存在する Serine 
45 部位のリン酸化を受け，続いて GSK-3により，Threonine 41, Serine 33, Serine 
37 部位に順次リン酸化を受ける．さらに，E3 ユビキチンリガーゼである β-
transducin repeat containing protein (β-TrCP) により，Serine 33, Serine 37 部位が
認識され，-catenin をポリユビキチン化する．最後にポリユビキチン化された
-catenin はプロテアソームにより分解される 7)．  
一方で，Wnt たんぱくが Frizzled (Fzd) 受容体及び共受容体である LRP5/6 に
結合すると，LRP5/6 はリン酸化される．この際に，複合体中の Axin と LRP5/6
は結合すると同時に複合体よりβ-TrCPは解離する． 続いて，-catenin はCK1α
や GSK3によりリン酸化を受けるが，β-TrCP が複合体より解離しているため
-catenin のユビキチン化及び分解は抑制される．その結果，細胞質内に-
catenin に蓄積する．この -catenin が核内に移行し，転写因子である TCF/LEF 
(T - Cell Factor/Lymphoid-Enhancer Factor) と複合体を形成して，下流の標的遺
伝子である c-Myc, cyclin D1, PPAR, COX2, MMP-7 などの転写を亢進する 6)．  
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Wnt シグナルは細胞内において様々な生理応答を行う．したがって，本経
路に異常が生じると，がんや糖尿病，神経疾患，骨粗鬆症などの疾患を引き
起こす 8)．例えば，大腸がんや肝がんなどの多種多様ながんにおいて，Wnt
シグナルの異常が報告されており 9)，大腸がんでは APC や-catenin に変異
が 10)，肝がんでは Axin1 に変異を有する 11)．また大腸がんの 80%以上は
APC に変異を有することが知られている 10)．神経疾患ではアルツハイマー病
や統合失調症の発症において関連性が報告されており，統合失調症では患者
脳で Wnt1 と β-catenin の発現が増強し 12)，Wnt シグナルの抑制分子である
Dickkopf（Dkk3）の発現が減少している 13)．このように Wnt シグナル経路を
構成する分子（主として Wnt/β-catenin 経路）の異常により引き起こされると
考えられるヒト疾患が見出されている．Wnt シグナル経路の活性化状態を正
常な状態に戻すことが治療の選択の一つとなるため，この効果を見込んで
Wnt シグナル分子を標的とした薬剤を使用することへの期待が集まってい
る． 
Wnt/β-catenin 経路における様々な遺伝子及びたんぱく質の変異によって多
くの疾患が引き起こされることが考えられる．したがって，Wnt シグナルを制
御する低分子化合物が創薬において注目が集まっている．本シグナルを制御す
る化合物として下記のような化合物が報告されている (Figure 1-2)．そのうち，
salinomycin は放線菌より単離された化合物であり，作用機序としては，LRP6
Figure 1-1. Wnt/β-catenin signaling in normal and cancer cells. 
 
Wnt Off Wnt On 
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のリン酸化を抑制し，LRP6 の分解を促進することで Wnt シグナルを阻害する
14)．pyrvinium は FDA により駆虫薬として承認されている医薬品であり，CK1α
を活性化することで-catenin の分解を促進する 15)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
windorphen  
IC50 1.5 µM 
 
quercetin 
IC50 27.7 µM 
 
salinomycin  
IC50 163 nM 
 
pyrvinium  
IC50 ~10 nM 
 
Figure 1-2. Small molecules that down-regulate Wnt/β-catenin signaling. 
 
murrayafoline A  
IC50 ~20 µM 
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また，当研究室ではこれまでの研究において，下記に示すような化合物が
Wnt シグナルを阻害する化合物として見出された（Figure 1-3）．それぞれ植物
及び放線菌より単離された化合物であり，いずれも TCF/β-catenin 転写阻害作
用をもつことが報告されている化合物である． 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では，このシグナルの最下流に位置する TCF/β-catenin の転写を阻害
する化合物の探索を目的に，当研究室保有の熱帯植物由来の天然物資源ライ
ブラリーを対象とした Wnt シグナル阻害活性を指標としたスクリーニング，
陽性検体からの活性成分の探索を行った． 
 
 
 
 
 
Figure 1-3. Small molecules that down-regulate Wnt/β-catenin signaling isolated by our laboratory 
 
calotropin 18) 
IC50 1.3 nM 
trichillin H 17) 
IC50 300 nM 
xylogranin B 20) 
IC50 48.9 nM 
 
chromomycin A 19) 
IC50 1.8 nM 
 
scopadalciol 16) 
IC50 67.6 nM 
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第二章 TCF/β-catenin 転写活性の評価方法 
 
本実験で用いるレポータープラスミドは，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路，
特に TCF/β-catenin 複合体による転写活性の検出に用いられる．レポータープ
ラスミドである pSuperTOPflash は TCF 結合領域（binding site）の下流に
Luciferase coding gene を含み，これを細胞に導入すると，核内の TCF/β-catenin
複合体が TCF 結合領域に結合し，Luciferase たんぱくを発現する（Figure 2-1）． 
したがって，この Luciferase 量を測定することにより，Wnt/β-catenin シグナル
伝達経路の活性化状態（TCF/β-catenin 転写活性）の検出が可能である．本実験
における TCF/β-catenin 転写活性の評価は，pSuperTOPflash を，ヒト胎児腎細
胞株（293 細胞）へ安定的に導入した細胞株（STF/293）を用いた．なお，本細
胞株は，ジョーンホップキンス大学の Jeremy Nathans 博士より御恵与いただい
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この細胞株を用いて，試料投与群がコントロール群と比べ，TOP flash のル
シフェラーゼ活性（TOP 活性）の低下が認められた場合，この試料は Wnt/β-
catenin シグナル伝達経路の阻害作用を有すると考えられる．この際，試料と同
時に GSK3β阻害剤である LiCl を添加することで，細胞内の-catenin 量を増加
させルシフェラーゼ活性を測定しやすくする．試料による細胞毒性により，ル
シフェラーゼ活性が低下することも考えられるので，TOP 活性の評価と同時
に，FMCA 法により細胞生存率も測定した．TOP 活性評価において，「低い
TOP 活性及び高い細胞生存率」を有する試料を陽性とした（Figure 2-2）． 
 
Wild-type TCF binding site 
pUC 
Luciferase 
Amp
R
 
TA prom. 
SuperTOPflash 
Figure 2-1. pSuperTOPflash vector and cell-based assay system. 
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ここで，TOP 活性を低下させる原因として，試料の TCF/β-catenin 転写阻害
作用の他に，偽陽性として，試料による細胞生存率の低下やルシフェラーゼた
んぱくなどのたんぱく質の非特異的な発現抑制や，たんぱく質の非特異的な分
解の活性化などが挙げられる．したがって，TOP 活性を低下させた試料につい
て，その試料が TCF/β-catenin 転写阻害活性を有するかを確認するために，二
次スクリーニングとして TCF 結合領域（binding site）の一部に変異を持つレポ
ータープラスミドである pSuperFOPflash（Figure 2-3）を 293 細胞に一過性に導
入した細胞株を用いて FOP flash のルシフェラーゼ活性（FOP 活性）を測定し
た．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figure 2-2. Judgment of active sample in TOP assay system. 
 
Figure 2-3. pSuperFOPflash vector and cell-based assay system. 
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試料が偽陽性であった場合，その試料はルシフェラーゼたんぱくの発現や分
解にも関与していると考えられるため，TOP 活性とともに FOP 活性も低下さ
せると考えられる．それに対し，試料が陽性である場合，FOP 活性を変化させ
ずに，TOP 活性のみを低下させると考えられる（Figure 2-4）．したがって，
FOP 活性を測定することにより，TOP 活性評価における偽陽性を除くことが
できる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FOP 活性の評価はホタルルシフェラーゼ発現量（firefly luciferase）をウミシ
イタケルシフェラーゼ発現量（Renilla luciferase）で補正し，相対的なルシフェ
ラーゼ活性を算出することで評価した（Figure 2-5）．なお，トランスフェクシ
ョン効率の内部標準である pRL-CMV ベクターは Renilla luciferase レポーター
遺伝子を含み，Renilla luciferase たんぱくを発現する．このベクターを FOPflash
とコトランスフェクションすることで，FOP 活性の評価した．実験の詳細は実
験の部にて記載した．また，firefly luciferase は分子量 61 kDa のたんぱく質で，
基質の Beetle Luciferin を触媒酸化することで化学発光が得ることができる．ま
た，Renilla luciferase は分子量 36 kDa のたんぱく質で，こちらは基質の
Coelenterazine を触媒酸化し発光する（Figure 2-6）． 
以上の実験系を用いて，Wnt/β-catenin シグナル伝達経路を特異的に阻害する
化合物の探索を行った． 
 
 
 
 
 
Figure 2-4. Judgment of active sample in TOP assay system. 
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Figure 2-5. The firefly luciferase and renilla luciferase reaction. 
 
 
Figure 2-6. Relative luciferase activity. 
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第三章 植物エキスライブラリーのスクリーニング 
 
第二章で述べた STF/293 細胞を用いたアッセイ系にて，当研究室保有のタイ
産植物エキスライブラリーを対象として Wnt シグナル阻害活性を指標とした
スクリーニングを行った． 
その結果，以下に示す 46 種の植物エキスサンプルに TCF/β-catenin 転写阻害
活性が認められた（Table 3-1）． 
スクリーニングの結果を基に Table 3-1 中から，KKP504 Stephania rotunda 
（Menispermaceae） と KKP556 Santalum album（Santalaceae）に注目し，これ
らからの TCF/-catenin 転写阻害活性を有する化合物の探索を行うことにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1. TCF/-catenin transcription inhibitory activity with cell viability of 46 plants from Thailnad in STF/293 reporter cells. 
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KKP 学名 family 部位 
490 Wolffia globosa Lemnaceae whole 
493 Curcuma parviflora Zingiberaceae rhizome 
496 Musa sapientum Palmae flower 
499 Murraya paniculata Rutaceae leaf 
500 Eleutherine palmifolia Iridaceae bulb 
503 
Dianella ensifolia Liliaceae 
leaf 
551 root 
504 
Stephania rotunda Menispermaceae 
root 
520 stem 
540 leaf 
573 branch 
508 Garcinia speciosa Guttiferae leaf 
509 Melia azedarach Meliaceae leaf 
513/533/565/590 Aglaia odorata Meliaceae leaf 
515/536 Curcuma comosa Zingiberaceae rhizome 
523/555/596 Canarium album Burseraceae leaf 
526 Pandanus amaryllifolius Pandanaceae leaf 
532/545 Clausena lansium Rutaceae leaf 
547/564/581 Erythrophlem succirubrum Leguminosae leaf 
556/570/592 Santalum album Santalaceae wood 
557 Hypericum garretti Clusiaceae leaf 
559 Beaumontia murtonii Apocynaceae leaf 
560 Nerium indicum Apocynaceae leaf 
561 Vallaris glabra Apocynaceae leaf 
563 Caesalpinia digyna Leguminosae leaf 
566/593 Bryophyllum pinnatum Crassulaceae leaf 
571 Ficus hispida Moraceae Bark 
572/587 Punica granatum Punicaceae Peel 
575 Boesenbergia pandurata Zingiberaceae Rhizome 
576 
Spondias mangifera Anacardiaceae 
Bark 
585 leaf 
577 Phyllanthus pulcher Euphorbiaceae leaf 
584 Costus speciosus Zingiberaceae rhizome 
 
 
  
Table 3-1. List of 46 plants from Thailand which showed relatively strong TCF/β-catenin transcription inhibitory  
activity in STF/293 reporter cells. 
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第四章 Stephania rotunda からの Wnt シグナル阻害成分の探索 
 
本章では第三章で植物エキスライブラリーのスクリーニングで Wnt シグナ
ルの阻害を示した Stephania rotunda から活性成分の探索を行った．TCF/-
catenin の転写活性の低下を指標に分画及び化合物の単離を行った．また，得ら
れた化合物の TCF/-catenin の転写活性の評価を行った． 
 
 
 
Stephania rotunda はツヅラフジ科（Menispermaceae）ハスノハカズラ属に
属する多年生蔓植物である．アジアに分布している．漢方薬として，関節炎,水
腫などの治療に使用されている． 
Stephania rotunda からはアルカロイド類である stepharotine などの単離が報
告されている 21)． 
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第一節 TCF/-catenin の転写阻害活性を指標とした分画 
 
本植物の根部の MeOH エキスについて溶媒分配を行い，ヘキサン可溶部（1.1 
g），酢酸エチル可溶部（1.1 mg），ブタノール可溶部（2.1 g），水溶部（3.1 g）
を得た．これらの可溶部の転写活性を測定したところ，ヘキサン可溶部，酢酸
エチル可溶部に活性が認められた (Figure 4-1)．そこで酢酸エチル可溶部をク
ロロホルム/メタノール系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，
1 シリーズを得た．得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr.1A 及
び Fr.1B に認められた (Figure 4-2)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-1. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of each layer. 
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Figure 4-2. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 1 series 
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活性の認められた Fr. 1A の分画をクロロホルム/メタノール系溶媒を用いて
リカゲルクロマトグラフィーを用いて分画を行った，その結果 2 シリーズを得
た．得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は 2A~2E および 2G に認め
られた (Figure 4-3)．そこで，活性の認められた Fr. 2C をヘキサン/酢酸エチル
および酢酸エチル/メタノール系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィー
を行い，5 シリーズを得た．また，Fr.5A より化合物 14 を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
活性の認められた Fr. 2A の分画をメタノール/水系溶媒を用いて逆相 HPLC
により分画を行い 4 シリーズを得た．また，Fr. 4F より化合物 15 を得た (Figure 
4-4)．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-3. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 2 series 
 
 
Figure 4-4. HPLC chromatogram of 4 series 
 
HPLC condition: 
Column: COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱ 
         φ 10 x 250 mm 
Solvent: 85% MeOH 
Flow rate: 2.5 ml/min 
Speed: 30 cm/h 
Concentration: 30 mg/ml 
Injection: 30 μl  
RI: 4     
UV: 254nm 1.28 
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活性の認められた Fr.1B をヘキサン/酢酸エチルおよび酢酸エチル/メタノー
ル系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，8 シリーズを得た．
得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr. 8A~8F に認められた 
(Figure 4-5)．そこで，活性の認められた Fr. 8C をヘキサン/酢酸エチルおよび酢
酸エチル/メタノール系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，
10 シリーズを得た．得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr. 
10A~10G 及び 10I に認められた (Figure 4-6)．また，Fr.10D より化合物 16 を得
た． 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-5. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 8 series 
 
Figure 4-6. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 10 series 
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活性の認められた Fr.2D をヘキサン/酢酸エチルおよび酢酸エチル/メタノー
ル系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，3 シリーズを得た．
得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr. 3A~3F に認められた． 
活性の認められた Fr.3C をクロロホルム/メタノール系溶媒を用いてリカゲル
クロマトグラフィーを用いて分画を行った，6 シリーズを得た．得られた画分
の活性評価を行ったところ，活性は 6A~6C に認められた (Figure 4-7)．活性の
認められた Fr.6B を水/メタノール系溶媒を用いて ODS カラムクロマトグラフ
ィーを行い，7 シリーズを得た．得られた Fr.7C をメタノール/水系溶媒を用い
て逆相 HPLC により分画を行い 16 シリーズを得た．また，Fr. 16C より化合物
17 を得た. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
活性の認められたヘキサン酸可溶部をクロロホルム/メタノール系溶媒を用
いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，11 シリーズを得た．得られた画
分の活性評価を行ったところ，活性は Fr.11B と Fr.11C に認められた (Figure 4-
8)．活性の認められた Fr.11C をヘキサン/酢酸エチルおよび酢酸エチル/メタノ
ール系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，12 シリーズを得
た．得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr.12A~12D に認められ
た．そこで，活性の認められた Fr.12C をヘキサン/酢酸エチル系溶媒を用いて
シリカゲルクロマトグラフィーを行い，13 シリーズを得た．得られた Fr.13E
をメタノール/水系溶媒を用いて Sephadex LH-20 により分画を行い 17 シリー
ズを得た．また，Fr. 17C より化合物 18 を得た. 
 
 
 
 
Figure 4-7. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 6 series 
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活性の認められた Fr.11B をメタノール/水系溶媒を用いて ODS カラムクロ
マトグラフィーを用いて分画を行った，15 シリーズを得た．得られた画分の
活性評価を行ったところ，活性は Fr. 15B~15D に認められた (Figure 4-9)．そこ
で，活性の認められた Fr. 15B をメタノール系溶媒を Sephadex LH-20 により分
画を行い 18 シリーズを得た．得られた Fr.18C をメタノール/水系溶媒を用い
て逆相 HPLC により分画を行い 19 シリーズを得た．また，Fr. 19C より化合物
19 を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-8. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 11 series. 
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Figure 4-9. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 15 series. 
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Figure 4-10. Isolation chart of Stephania rotunda 
 
 
 
 
 
 
 
 
Red: active fraction 
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第二節 単離した化合物の構造解析及び同定 
 
1. 化合物 14 の構造解析 
化合物 14 は無色結晶として得られた． 
本化合物は，1H-NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一致を
示したことにより，化合物 14 を tetrahydropalmatine と同定した 22)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
compound 14 (CDCl3) Tetrahydropalmatine 
22) (CDCl3) 
position δH (ppm, J in Hz) 600 MHz δH (ppm, J in Hz) 300 MHz 
1 6.71 (1H , s) 6.71 (1H, s) 
1a 
  
2 
  
3 
  
4 6.59 (1H, s) 6.61 (1H, s) 
4a 
  
5 2.58 (1H, m) 2.61 (1H, m) 
 
3.12 (1H, m) 3.10 (1H, m) 
6 2.61 (1H, m) 2.60 (1H, m) 
 
3.18 (1H, m) 3.15 (1H, m) 
7 
  
8 3.47 (1H, d, 15.6) 3.52 (1H, d, 15.0) 
 
4.17 (1H, d, 15.6) 4.22 (1H, d, 15.0) 
8a 
  
9 
  
10 
  
11 6.76 (1H, d, 8.4) 6.78 (1H, d, 8.9) 
12 6.85 (1H, d, 8.4) 6.88 (1H, d, 8.9) 
12a 
  
13 2.77 (1H, dd, 10.8, 15.6 ) 2.82 (1H, dd, 16.0, 11.0) 
 
3.20 (1H, dd, 3.6, 15.6 ) 3.27 (1H, dd, 16.0, 4.0) 
14 3.52 (1H, d, 10.8, 15.6 ) 3.55 (1H, dd, 4.0, 11.0) 
2-OMe 3.78 (3H, s) 3.84 (3H, s) 
3-OMe 3.81 (3H, s) 3.88 (3H, s) 
9-OMe 3.77(3H, s) 3.83 (3H, s) 
10-OMe 3.79 (3H, s) 3.85 (3H, s) 
 
 
Figure 4-11. structure of compound 14 
 
Table 4-1. 1H-NMR data of compound 14. 
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2. 化合物 15 の構造解析 
化合物 15 は黄色非晶質として得られた． 
本化合物は，1H, 13C NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一
致を示したことにより，化合物 15 を dehydrocrebanine と同定した 23)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  compound 15 (CDCl3) dehydrocrebanine 23) (CDCl3) 
position δH (ppm) 600MHz δC (ppm) 150MHz δH (ppm)  δC (ppm)  
1   141.5   141.5 
1a   117.4   117.4 
1b   118.2   118.2 
2   145.2   145.1 
3 6.86 (1H, s) 106.8 6.86 (1H, s) 106.7 
3a   127.4   127.5 
4 3.19 (2H, t, 5.4) 30.6 3.18 (2H, t, 6.0) 30.8 
5 3.35 (2H, t, 5.4) 50.5 3.34 (2H, t, 6.0) 50.5 
6a   143.5   144.1 
7 6.86 (1H, s) 106.8 6.84 (1H, s) 100.8 
7a   129.3   129.5 
8   141.6   141.6 
9   150.2   150.2 
10 6.99 (1H, d, 8.4) 108.7 7.00 (1H, d, 9.0) 108.5 
11 8.61 (1H, d, 8.4) 123.3 8.68 (1H, d, 9.0) 123.4 
11a   118.7   118.3 
OCH2O 6.17 (2H, s) 100.9 6.12 (2H, s) 93.8 
8-OMe 3.94 (3H, s) 60.5 3.97 (3H, s) 60.5 
9-OMe 3.98 (3H, s) 56.2 3.96 (3H, s) 56.2 
N-Me 3.10 (3H, s) 40.6 3.11 (3H, s) 40.5 
 
 
 
Figure 4-12. structure of compound 15 
 
Table 4-2. 1H and 13C NMR data of compound 15 
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3. 化合物 16 の構造解析 
化合物 16 は褐色非晶質として得られた． 
本化合物は，1H, 13C NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一
致を示したことにより，化合物 16 を crebanine と同定した 22)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  compound 16 (CDCl3) crebanine 22) (CDCl3) 
position δH (ppm) 600MHz δH (ppm) 300MHz 
1     
1a     
1b     
2     
3 6.49 (1H, s) 6.52 (1H, s) 
3a     
4 3.08 (2H, m) 3.10 (2H, m) 
5 2.57 (2H, m) 2.60 (2H, m) 
6a 3.13 (1H, overlapped) 3.13 (1H, dd, 14.5, 3.5) 
7 2.29 (1H, t, 14.1 ) 2.34 (1H, dd, 14.5, 13.0) 
  3.65 (1H, dd, 14.1, 3.9) 3.69 (1H, dd, 13.0, 3.5) 
7a     
8     
9     
10 6.84 (1H, d, 8.7 Hz) 6.88 (1H, d, 9.0) 
11 7.77 (1H, d, 8.7 Hz) 7.80 (1H, d, 9.0) 
11a     
OCH2O  5.88 (1H, d, 1.5) 5.92 (1H, d, 1.4)  
   6.03 (1H, d, 1.5) 6.08 (1H, d, 1.4)  
8-OMe 3.79 (3H, s) 3.83 (3H, s) 
9-OMe 3.87 (3H, s) 3.90 (3H, s) 
N-Me 2.57 (3H, s) 2.62 (3H, s) 
 
 
 
 
 
Figure 4-13. structure of compound 16 
 
Table 4-3. 1H-NMR data of compound 16 
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4. 化合物 17 の構造解析 
化合物 17 は褐色非晶質として得られた． 
本化合物は，1H, 13C NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一
致を示したことにより，化合物 17 を(-)-crebanine-β-N-oxide と同定した 24)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
position compound 17 （CDCｌ3） (-)-crebanine-β-N-oxide 24) （CDCｌ3） 
  δH (ppm) 600MHz δC (ppm) 150MHz δH (ppm) 500MHz δC (ppm) 125MHz 
1   143.8   143.4 
2   149.0   148.5 
3 6.56 (3H, s) 106.4 6.58 (3H, s) 106.5 
3a   121.2   122.6 
4α 3.27 (1H, ddd, 18.2, 12.3, 5.4) 26.6 3.28 (1H, ddd, 18.0, 13.0, 
5.0) 
27.4 
4β 3.11 (1H, dd, 18.2, 5.4)    3.06 (1H, dd, 18.0, 5.0)   
5α 4.58 (1H, dd, 12.3, 5.4) 64.9 4.06 (1H, dd, 13.0, 5.0) 66.8 
5β 4.15 (1H, td, 12.3, 5.4)   3.77 (1H, td, 13.0, 5.0)   
6a 5.02 (1H, dd, 13.8, 4.4) 72.8 4.51 (1H, dd, 14.0, 4.0) 74.3 
6b   119.1   121.4 
7α 2.61 (1H, t, 13.8) 21.8 2.58 (1H, t, 14.0) 21.9 
7β 4.09 (1H, dd, 13.8, 4.4)   4.25 (1H, dd, 14.0, 4.0)   
7a   121.2   123.3 
8   146.1   146.2 
9   152.9   152.7 
10 6.88 (1H, d, 8.4) 111.3 6.89 (1H, d, 9.0) 110.9 
11 7.78 (1H, d, 8.4) 123.4 7.82 (1H, d, 9.0) 123.27 
11a   124.9   126.6 
11b   117.0   117.0 
OCH2O 6.15 (1H, s) 101.6 6.15 (1H, d, 1.5) 101.3 
  5.98 (1H, s)   5.98 (1H, d, 1.5)   
N-Me 3.50 (3H, s) 46.8 3.24 (3H, s) 48.5 
8-OMe 3.87 (3H, s) 61.0 3.88(3H, s) 61.0 
9-OMe 3.89 (3H, s) 55.8 3.91 (3H, s) 55.8 
 
 
 
Figure 4-14. structure of compound 17 
 
Table 4-4. 1H and 13C NMR data of compound 17 
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5. 化合物 18 の構造解析 
化合物 18 は褐色非晶質として得られた． 
本化合物は，1H-NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一致を
示したことにより，化合物 18 を O-methylbulbocapnine と同定した 25)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
position compound 18 （CD3OD） O-methylbulbocapnine 25) （CD3OD）
（CD3OD）（CD3OD）   δH (ppm) 600MHz δH (ppm) 500MHz 
1     
2     
3 6.67 (1H, s) 6.70 (1H, s) 
3a     
4 3.30 (1H, overlapped) 3.30 (1H, obsc) 
  3.00 (1H, obsc) 2.96 (1H, dd, 17.4, 3.5 ) 
5 3.84 (1H, overlapped) 3.80 (1H, obsc) 
  3.48 (1H, obsc) 3.54 (1H, obsc) 
6a 4.30 (1H, obsc) 4.34 (1H, obsc) 
6b     
7 3.84 (1H, overlapped) 3.83 (1H, obsc) 
  2.59 (1H, m) 2.60 (1H, m) 
7a     
8 7.86 (1H, d, 8.7) 7.87 (1H, d, 8.7) 
9 7.03 (1H, d, 8.7) 7.03 (1H, d, 8.7) 
10     
11     
11a     
11b     
OCH2O 6.14 (1H, s) 6.15 (1H, d, 0.7) 
  6.00 (1H, s) 6.00 (1H, d, 0.7) 
N-Me 3.14 (3H, s) 3.21 (3H,s) 
10-OMe 3.89 (3H, s) 3.90(3H, s) 
11-OMe 3.84 (3H, s) 3.86(3H, s) 
 
 
 
Figure 4-15. structure of compound 18 
 
Table 4-5. 1H NMR data of compound 18 
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6. 化合物 19 の構造解析 
化合物 19 は褐色非晶質として得られた． 
本化合物は，1H-NMR スペクトル並びに MS スペクトルが文献値とよい一致を
示したことにより，化合物 19 を oxocrebanine と同定した 23)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
position compound 19 （CDCl3） oxocrebanine 23) （CDCl3） 
  δH (ppm) 400MHz δH (ppm)  
3 7.01 (1H, s) 6. 98 (1H, s) 
4 7.62 (1H, d, 5.3) 7.61 (1H, d, 5.4) 
5 8.76 (1H, d, 5.3) 8.76 (1H, d, 5.4) 
10 7.15 (1H, d, 8.7) 7.11 (1H, d, 9.0) 
11 8.28 (1H, d, 8.7) 8.22 (1H, d, 9.0) 
OCH2O 6.30 (2H, s) 6.29 (2H, s) 
8-OMe 3.98 (3H, s) 4.00 (3H, s) 
9-OMe 3.93 (3H, s) 3.93 (3H, s) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 4-16. structure of compound 19 
 
Table 4-6. 1H NMR data of compound 19 
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第三節 単離した化合物の TCF/β-catenin 転写阻害活性の評価 
 
Stephania rotunda より単離した化合物 3 種について TOP 阻害活性を検討し
た．STF/293 細胞を用いたアッセイ系で活性を検討した結果，3 種全てに TOP
阻害活性が認められ，IC50はそれぞれ 78.0 µM, 1.3 µM, 9.9 µM であった（Figure 
4-17, Table 4-7）． 
TOP阻害活性を有していた化合物についてFOP活性の測定を行ったところ，
化合物 14-16 は FOP 活性に変化を与えずに，濃度依存的に TOP 活性を減少さ
れた．この結果から，化合物 14-16 は TCF/β-catenin 転写阻害活性をもつこと
が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
compound TOP IC50 (M) 
14 78.0 
16 1.3 
17 9.9 
0
20
40
60
80
100
120
60 70 80
TOP% FOP% Vibility%
0
20
40
60
80
100
120
0.5 1 2
TOP% FOP% Viability%
14 (µM) 15 (µM) 
16 (µM) 
0
20
40
60
80
100
120
5 10 20
TOP% FOP% Viability%
16 (µM) 
% 
% % 
Table 4-7. IC50 values of for the TCF/β-catenin 
transcriptional activity activities of 14-16. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-17. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of compound 14-16 
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第五章 Santalum album からの Wnt シグナル阻害成分の探索 
 
本章では，第三章でエキスライブラリーの Wnt シグナル阻害活性に関する
スクリーニングにおいて阻害活性を示したタイ産植物 KKP556 Santalum album
を選択し，Wnt シグナル阻害活性をもつ化合物を明らかにするため活性成分の
探索を行った． 
 
 
 
 
Santalum ablum はビャクダン科（Santalaceae）ビャクダン属に属するインド
原産の半寄生の熱帯性常緑樹である．爽やかな甘い芳香が特徴である．香木と
してそのまま用いられるだけでなく、蒸留して取られる白檀オイルの主成分サ
ンタロールには、殺菌作用、利尿作用の薬効成分があると言われ、薬用にも広
く利用される。 
精油の主要な成分 santalol，phenolic 類化合物などの単離が報告されている
26)． 
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0%
20%
40%
60%
80%
100%
120%
control MeOH ext. 1A 1B 1C
TOP 50 μg/mL TOP 100 μg/mL
Viability 50 μg/mL Viability 100 μg/mL
 
第一節 TCF/-catenin の転写阻害活性を指標とした分画 
 
KKP494, 556, 592 は使用部位（木部）が同じの植物であり，３つとも TLC 上
では同じスポットを示し，またほぼ同程度の強い TOP 活性を示したことより，
これらを合わせて活性成分の探索を行うことにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本植物の木部の MeOH エキスについて HP-20 カラムクロマトグラフィーを
行い，1 シリーズを得た．得られた画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr. 
1A と 1B に認められた (Figure 5-2)．そこで，Fr.1A をメタノール/水系溶媒を
用いて ODS カラムクロマトグラフィーを行い，2 シリーズを得た．得られた
画分の活性評価を行ったところ，活性は Fr. 2A~2F に認められた (Figure 5-3)． 
 
 
 
KKP T 10 µg/ml T 100 µg/ml V 10 µg/ml V 100 µg/ml 
494 1% 0% 71% 3% 
556 2% 2% 57% 51% 
592 29% 5% 48% 43% 
Silica gel TLC 
CHCl3/MeOH = 9/1  
Left: 10% H2SO4, Δ 
Middle: Dragendrof 
Right: phosphomoribdate, Δ 
 
 
494 556 592 
494 556 592 
494 556 592 
Figure 5-1. TLC analysis of KKP494, 556, 592. 
Table 5-1. TOP assay result of KKP494, 556, 592. 
Figure 5-2. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 1 series 
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活性の認められた Fr.2C をヘキサン/酢酸エチルおよび酢酸エチル/メタノー
ル系溶媒を用いてシリカゲルクロマトグラフィーを行い，3 シリーズを得た． 
さらに，活性の認められた Fr.3E をクロロホルム/メタノール系溶媒を用いてシ
リカゲルクロマトグラフィーを行い，4 シリーズを得た．得られた画分の活性
評価を行ったところ，活性は主に Fr.4E~4H に認められた (Figure 5-4)．また，
Fr.4G と 4H より化合物 20 を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
引き続き，この植物から活性成分の探索を行う予定である. 
 
 
 
 
 
 
0%
20%
40%
60%
80%
100%
120%
control 1A 2A 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H
TOP 50 μg/mL TOP 100 μg/mL Viability 50 μg/mL Viability 100 μg/mL
Figure 5-3. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 2 series. 
 
 
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
control 3E 4A 4B 4C 4D 4E 4F 4G 4H 4I 4J
T 5 μg/mL T 25 μg/mL V 5 μg/mL V 25 μg/mL
Figure 5-4. TCF/β-catenin transcription inhibitory activity and cell viability of 4 series. 
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第二節 単離した化合物の構造解析 
 
化合物 20 の構造解析 (新規化合物) 
 
化合物 20 は褐色非晶質として得られた． 
本化合物は，HRESIMS , 1H, 13C-NMR と 2D NMR（HMBC，HMQC）の詳細な
解析，及び既知化合物 mansonone N と Q の比較から Figure 5-5 のような構造を
推定した 27)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5-5. HMBC correlations of compound 20 
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mansonone N 27) (CDCl3) compound 20 (CDCl3) mansonone Q
 27) (CDCl3) 
position 1H NMR (500 MHz) 13C NMR (125 MHz) 1H NMR (400 MHz) 13C NMR (125 MHz) 1H NMR (450 MHz) 13C NMR (125 MHz) 
1 
 
145.1 
 
140.7 
 
141.2 
2 
 
144.4 
 
140.4 
 
140.1 
3 
 
128.8 
 
122.7 
 
122.1 
4 6.86 (1H, s) 120.1 6.80 (1H, s) 120.6 6.88 (1H, s) 119.9 
4a 
 
136.5 
 
132.8 
 
133 
5 
 
80.6 
 
80.6 
 
80.4 
6 
 
212.1 
 
212.3 
 
212.5 
7 2.49 (1H, dd, 12.5, 1.7) 43.8 2.47 (1H, dd, 12.5, 1.4) 43.9 2.50 (1H, 4.6, 16.8) 40.5 
 
3.21 (1H, dd, 12.6, 7.8) 
 
3.18 (1H, dd, 12.5, 7.3) 
 
3.04 (1H, 10.1, 16.8) 
 
8 3.79 (1H, m) 32.4 3.74 (1H, quint, 6.9) 32.4 3.60 (1H, 0.1, 7.3) 29.3 
8a 
 
124.6 
 
124.9 
 
123.7 
9 2.15 (1H, sept. 6.9) 39.6 2.12 (1H, sept., 6.9) 39.8 2.10 (1H, sept, 6.9) 38.0 
1-OH 5.84 (1H, s) 
 
5.57 (1H, s) 
 
5.46 (1H, s) 
 
2-OH 
  
5.14 (1H, s) 
 
4.65 (1H, s) 
 
3-Me 2.30 (3H, s) 16.0 2.21 (3H, s) 15.7 2.25 (3H, s) 15.6 
5-OH 4.05 (1H, s) 
 
4.06 (1H, s) 
 
3.88 (1H, s) 
 
8-Me 1.16 (3H, d, 6.9) 22.0 1.12 (3H, d, 6.9) 22.0 1.52 (3H, d, 7.3 ) 23.4 
9-Me 0.79 (3H, d, 6.9) 18.2 0.76 (3H, d, 6.9) 18.3 0.86 (3H, d, 6.7) 15.6 
 
0.99 (3H, d, 6.7) 16.3 0.96 (3H, d, 6.9) 16.3 0.93 (3H, d, 6.7) 16.7 
    
Mansonone N Mansonone Q 
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Figure 5-6. Isolation chart of Santalum album 
 
 
 
 
 
 
 
 
Red: active fraction 
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総括 
著者は，がんや糖尿病、神経疾患などの種々の疾患に関与しているシグナル
経路の一つである Wnt シグナルに着目し，このシグナルの最下流に位置する 
TCF/-catenin の転写を阻害する化合物の発見を目的に，当研究室保有の熱帯
植物由来の天然物資源ライブラリーを対象とした Wnt シグナル阻害活性を指
標としたスクリーニングを行い，活性を見出したツヅラフジ科植物 Stephania 
rotunda およビャクダン科植物 Santalum album からの活性成分の探索を行い，
以下の知見を得た． 
 
1) 当研究室保有のタイ産植物エキスライブラリーについてWntシグナル阻害
活性を指標としたスクリーニングを行い，46 種の植物エキスが活性を有す
ることを見出した． 
 
2) Stephania rotundaについて TCF/-catenin 転写阻害活性を指標とした活性化
合物の探索を行い，アルカロイド型化合物 6 種を得た．化合物 14-16 は
TCF/-catenin 転写阻害活性を示した． 
  
3) Santalum album について TCF/-catenin 転写阻害活性を指標とした活性化
合物の探索を行い，1 種の新規セスキテルペノイド型化合物を得た．  
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実験の部 
1.《使用機器▪試薬》 
1-1. 化合物の単離，構造決定（第四，五章） 
核磁気共鳴測定装置 (NMR):  JEOL ECA 600 spectrometer 
                             JEOL ECP 400 spectrometer 
                             JEOL ECP 600 spectrometer 
                             JEOL ECS 400 spectrometer 
溶媒 
核磁気共鳴測定装置（NMR）用溶媒について内部標準として以下の残留溶
媒周波数を用いた.  CDCl3 (δH: 7.24, δC: 77.0），CD3OD（δH: 3.30, δC: 49.0），
acetone-d6（δH: 2.04, δC: 29.8）, DMSO-d6 (δH: 2.49, δC: 39.5） 
化学シフト値は δ 値で表し，δ の単位は ppm である．スピン結合定数は J 値
で単位は Hz である． 
開裂様式は，s (singlet), d (doublet), t (triplet), dd (double-doublet), dt (double-
triplet), dq (double-quartet), ddd (double-double-doublet), tsep (triple-septet), br 
(broad), および m (multiplet) とそれぞれ省略して表記した． 

薄層クロマトグラフィー (TLC): Kiselgel 60 F254  (Merck) 
                              RP-18 F254  (Merck) 
TLC 発色試薬 
▪Anisaldehyde 試薬（噴霧後加熱） 
   (p-Anisaldehyde 9.1 mL/ CONCH2SO4 12.3 mL/ AcOH 3.7 mL/ EtOH 370 mL ) 
▪10% H2SO4 （噴霧後加熱） 
▪Phosphomoribdate 試薬（噴霧後加熱） 
   (Phosphomoribdate 25 g, MeOH 250 mL ) 
▪Dragendroff 試薬 
TLC を展開後, UV ランプにより 254 nm, 360 nm の波長でスポットを検出した.  

質量分析計（MS） 
 質量分析計: ESIMS  AccuTOF LC-plus JMS-T100LP mass spectrometer  JEOL 
LCMS 装置 
オンラインデガッサ: DGU-20A3  (SHIMAZU) 
送液ユニット: LC20-AT  (SHIMAZU) 
オートサンプラー: SIL-20A  (SHIMAZU) 
カラムオーブン: CTO-20A  (SHIMAZU) 
フォトダイオードアレイ紫外可視検出器: SPD-M20A  (SHIMAZU) 
高圧流路切換バルブ: FCV-20AH2  (SHIMAZU) 
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質量分析装置: LCMS-2020  (SHIMAZU) 
旋光計（[α]D : DIP - 1020 Digital Polarimeter (JASCO) 
紫外可視分光光度計 (UV): UVmini1240UV-VIS spectrometer  (SHIMADZU) 
赤外分光光度計 (IR): FT-IR230 spectrometer  (JASCO) 
HPLC 装置 
カラム:  
YMC -Pack ODS-AM（φ10 × 250 mm）(YMC) 
COSMOSIL Packed column 5C18-AR-Ⅱ (φ10 × 250 mm）(Nacalai tesque Inc.) 
Develosil ODS-SR-5（φ10 × 250 mm）（野村化学） 
Inerstil ODS-3 （φ10 × 250 mm）(GL Science Inc.) 
 
装置は以下の組み合わせでいずれかを用いた.  
System 1.（JASCOA） 
         ポンプ: PU - 980 Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
         検出器: UV - 970 Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                RI - 1530 Intelligent RI Detector  (JASCO) 
System 2.（JASCOA） 
     ポンプ: PU - 2080 plus Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
          検出器: UV - 2075 plus Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                 RI - 2031 plus Intelligent RI Detector  (JASCO) 
System 3.（JASCOA） 
           ポンプ: PU - 1580 plus Intelligent HPLC Pump  (JASCO) 
          検出器: UV - 1575 plus Intelligent UV / VIS Detector  (JASCO) 
                 RI - 1530 plus Intelligent RI Detector  (JASCO) 
カラム担体: Silica gel PSQ 100B  (Fuji silysia Chemical Ltd.) 
            Silica gel PSQ 60N  (KANTO CHEMICAL CO., INC. ) 
Sephadex LH-20  (Pharmacia) 
Chromatorex ODS  (Fuji silysia Chemical Ltd.) 
 
超音波破砕機: ULTRASONIC DISRUPTOR UD-201  (TOMY) 
凍結乾燥機: FDU – 830  (EYELA) 
 
 
  
105 
 
1-2. 細胞の実験（第二，三，四，五章） 
Vortex： vortex GENIE-2 Scientific Industries 
ピペットマン： P-1000，P-200，P-20，P-2 GILSON 
オートクレーブ： HA-300Mα，HA-300MⅣ HIRAYAMA 
乾燥滅菌機： DA60 HIRAYAMA 
CO2インキュベーター SANYO 
インキュベーター HIRAYAMA MFG. CORP. 
クリーンベンチ： MCV-B131S，MCV-710ATS SANYO 
UV radiator コスモバイオ 
遠心機： M200-IVD SAKUMA 
          M150 SAKUMA 
          プチ R まる 8 エイト WAKEN 
UV-VIS spectrometer： UV mini 1240 SHIMADZU 
超音波破砕・洗浄機： UT205S SHARP 
マイクロタイタープレート： F96 WHITE NUNC. 
マイクロタイタープレート： F96 BLACK NUNC. 
マイクロタイタープレート： 24 well culture 3526 CORNING 
蛍光測定： Fluoroskan Ascent Thermo 
化学発光測定： Luminoskan Ascent Thermo 
倒立型培養顕微鏡： CK40 OLYMPUS 
CKX41 OLYMPUS 
 
培養細胞株 
STF/293 細胞（ヒト胎児腎細胞，cultivated in 5% CO2，37 ˚C） 
 ジョーンホップキンス大学 Dr. Jeremy Nathans より御恵与いただいた 
293 細胞（ヒト胎児腎細胞，cultivated in 5% CO2，37 ˚C） 
STF/293 細胞， 293 細胞は 10%FBS 含有 DMEM（Wako）を培養に用いた．Fetal 
Bobine Serum（FBS，Biowest）は，補体を失活させるため，56 C，30 分間の加
熱処理を行い，非動化を行ったものを使用した．細胞の剥離には，Trypsin EDTA
（0.25 % Trypsin-EDTA，Gibco）を用いた．細胞計測には Trypan blue 溶液（0.4% 
(w/v) trypan blue，Nacalai tesque Inc.）を用い，顕微鏡下で行った． 
PBS (-) は以下の組成のものを用いた． 
KCl（Wako） 0.2 g/L 
KH2PO4（Nacalai tesque Inc.） 0.2 g/L 
NaCl（Wako） 8.0 g/L 
Na2HPO4（Wako） 1.11 g/L 
dH2O up to 1000 mL (autoclaved 121 ˚C, 20 min) 
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Wnt 関連実験 

使用したプラスミド 
pSuperTOPflash ワシントン大学 Dr. Randall Moon より御恵与いただいた． 
pSuperFOPflash ワシントン大学 Dr. Randall Moon より御恵与いただいた． 
pRL-CMV Promega 
 
トランスフェクション関連試薬 
Lipofectamine 2000 Invitrogen 
Opti-MEM Promega 
ルシフェラーゼアッセイ関連試薬 
Cell Culture Lysis Reagent（CCLR）5X Promega 
Luciferase 1000 Assay System Promega 
Luciferase Assay Substrate 
Luciferase Assay Buffer 
Passive Lysis Buffer 5X Promega 
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega 
Dual-Glo Luciferase Substrate 
Dual-Glo Luciferase Buffer 
Dual-Glo Stop & Glo Substrate 
Dual-Glo Stop & Glo Buffer 
ピッカジーンデュアルシーパンジー発光キット 東洋ビーネット 
5 倍濃 細胞溶解剤 
ピッカジーン発光試薬 II 緩衝液 
ピッカジーン発光基質 
シーパンジー発光試薬緩衝液 
シーパンジー発光基質溶液 
 
LiCl 溶液（5 M）： 
LiCl（Wako） 2.1 g を滅菌水に溶解して 10 mL の 5 M LiCl 溶液とした後，10
個の 1.5 mL エッペンチューブに分注し，冷蔵保存した． 
 
Quercetin 溶液（27.7 mM）： 
Quercetin（Wako） 23.4 mg を DMSO 500 μL に溶解して 138.5 mM Quercetin 溶
液とした後，1.5 mL エッペンチューブに分注し，冷凍保存した．次に，この 100 
μL を DMSO 400 μL に溶解して 27.7 mM Quercetin 溶液とした後，1.5 mL エッ
ペンチューブに分注し冷蔵保存した． 
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Fluorescein diacetate (FDA)溶液： 
FDA（Wako） 5 mg を DMSO 500 μL に溶解して FDA 10 mg/mL DMSO 溶液と
した．使用時に，この 7 μL を PBS 20 mL に添加して FDA 溶液とした． 
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2.《実験操作》 
 
2-1. Wnt シグナル阻害活性の測定 TOPflash (Luciferase assay) 
 
96 穴平底白マイクロプレートに STF/293 細胞（3 × 104 cells/200 μL/well）を
播種し，CO2インキュベーターで前培養した．24 時間後培地を取り除き，測
定試料及び LiCl 15 mM を含有する DMEM 培地 200 μL を各 well に添加し，
24 時間培養した．その後培地を取り除き，PBS で細胞を 1 回洗浄後，細胞溶
解剤である Cell Culture Lysis Reagent（CCLR）1X 溶液を各 well に 20 μL ずつ
添加した．30 分間振とうした後，Luciferase Assay Buffer に溶解した
Luciferase Assay Substrate を各 well に 100 μL ずつ，Luminoscan Ascent
（Thermo）に付属するオートインジェクターを用いて添加し，発光量を測定
した．  
Day 2 サンプル添加（LiCl 処理済） 
Day 1 細胞播種 
（3 × 104 cells/200 μL/well，96 well white plate） 
前培養（24 hours） 
培養（24 hours） 
基質添加（100 μL/well），発光量測定 
培地除去，PBS洗浄，CCLR 1X（20 μL/well） 
振とう（30 min） 
Day 3 
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2-2. 細胞生存率 (FMCA assay) 
 
Wnt シグナル阻害活性測定と同時に細胞生存試験（FMCA assay）も行った． 
FDA は細胞内に取り込まれると，細胞内の各種酵素の働きにより加水分解さ
れて蛍光性の Fluorescein となる．すなわち生細胞が FDA によって蛍光染色さ
れることから，生細胞数は Fluorescein の蛍光強度に比例すると考えられる．そ
こで細胞増殖阻害活性を以下に示す計算式から算出した． 
 
 
Cell viability (%) = ×100 
 
96 穴平底黒マイクロプレートに 293 細胞または STF/293 細胞（3 × 104 
cells/200 μL/well）を播種し，CO2インキュベーターで前培養した．24 時間後
培地を取り除き，適当な試料濃度に調製した試料含有 DMEM 培地を 200 μL
各 well に添加し，24 時間培養した．その後培地を取り除き，PBS で細胞を 1
回洗浄後，FDA 溶液を各 well に 200 μL ずつ添加した．1 時間後，Fluorescein
の蛍光測定を行った．  
Sample の蛍光強度 
Control の蛍光強度 
Day 2 サンプル添加 
Day 1 細胞播種 
(3 × 104 cells/well，96 well black plate） 
前培養（24 hours） 
培養（24 hours） 
蛍光測定 
Day 3 培地除去，PBS 洗浄，FDA添加（10 μg/mL） 
1 hour 
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2-3. Wnt シグナル阻害活性の測定 FOPflash (Dual Luciferase assay) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24 穴平底透明マイクロプレートに 293 細胞（1 × 105 cells/500 μL/well）を播
種し，CO2インキュベーターで前培養した．24 時間後，遺伝子導入操作を行っ
た．すなわち，pSuperFOPflash（最終濃度：10 μg/mL）及び pRL-CMV（最終濃
度：1 μg/mL）を含有する Opti-MEM 培地（A 溶液）と Lipofectamine 2000（24 
μL/mL）を含む Opti-MEM 培地（B 溶液）を当量混ぜ，各 well に 50 μL ずつ滴
下した．12 時間培養後，適当な試料濃度に調製した試料含有 LiCl 15 mM で処
理した DMEM 培地 500 μL を各 well に加え，24 時間培養した．その後培地を
取り除き，PBS で細胞を 1 回洗浄後，Passive lysis buffer（PLB）1X 溶液を各
well に 100 μL ずつ添加した．30 分間振とうした後，細胞溶解液 50 μL を取り
（白粘着状固形物を取らない），96 穴平底白マイクロプレートに移し，ピッカ
ジーン発光試薬 II 緩衝液に溶解したピッカジーン発光基質を各 well に 50 μL
ずつ添加し，FOPflash に由来する化学発光（Firefly luminorescence）を測定し
た．その後，シーパンジー発光試薬緩衝液に溶解したシーパンジー発光基質溶
液を各 well に 50 μL ずつ添加し，内部標準である pRL-CMV に由来する化学発
光（Renilla luminorescence）を測定した．  
Day 2 ① トランスフェクション 
Day 1 
細胞播種 
（1 × 105 cells/well，24 well plate） 
前培養（24 hours） 
培養（24 hours） 
基質添加（50 mL/well），発光量測定 
Day 3 培地除去，PBS 洗浄，PLB 1X（100 μL/well） 
振とう（30 min） 
培養（12 hours） 
② サンプル添加（LiCl 処理済） 
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2-4. 植物エキスの分画，化合物の構造決定▪性状（第四，五章） 
 
2-4-1. KKP504 Stephania rotunda からの化合物の単離 
 
植物エキスの抽出 
  Stephania rotunda 根部の植物乾燥サンプル（85 g）をメタノールに浸し，ミ
キサーをかけて得た抽出液を濾過したものをメタノール抽出エキス（8.0 g）と
した． 
 
植物エキスの分画 
Stephania rotunda 根部メタノール抽出エキスをヘキサン，酢酸エチル，ブタ
ノールで順次溶媒分配を行い，ヘキサン層（1.1 g），酢酸エチル層（1.1 g），
ブタノール層（2.1 g），水層（3.1 g）を得た． 
 
酢酸エチル層の分画 
 酢酸エチル層（1.1 g）を Silicagel PSQ 100B カラムクロマトグラフィー（ 30
×340 mm）により分画し，クロロホルム/メタノール = 1/0 溶出画分として
Fr.1A（264.5mg）を，9/1-8/2 溶出画分として Fr.1B（493.9 mg）を，7/3 溶出画
分として Fr.1C（146.7 mg）を，5/5 溶出画分として Fr.1D（34.7 mg）を，0/1 溶
出画分として Fr.1E（8.3 mg）を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.1F
（207.1 mg）を得た． 
 
Fr.1A の分画 
Fr.1A（264.5 mg）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィ （ー 25×300 mm）
により分画し，クロロホルム/メタノール = 9/1 溶出画分として Fr.2A（28.2mg）, 
Fr.2B（8.3 mg），Fr.2C（100.7 mg），Fr.2D（84.3 mg）を，9/1-8/2 溶出画分と
して Fr.2E（15.6 mg）を，8/2 溶出画分として Fr.2F（17.5 mg）を，8/2-5/5 溶出
画分として Fr.2G（8.1 mg）を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.2H
（3.4 mg）を得た． 
 
Fr.2C の分画 
 Fr.2C（78.7 mg）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィ （ー 20×200 mm）
により分画し，ヘキサン/酢酸エチル = 7/3 溶出画分として Fr.5A（25.6 mg）を，
6/4-5/5 溶出画分として Fr.5B（7.6 mg）を，5/5 溶出画分として Fr.5C（1.1 mg）
を，5/5-4/6 溶出画分として Fr.5D（1.7 mg）を，4/1 溶出画分として Fr.5E（7.4 
mg）を，酢酸エチル/メタノール = 3/1-0/1 溶出画分として Fr.5F（13.6 mg）を，
メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.5G（21.3 mg）を得た．Fr.5A を化合
物 14 とした． 
112 
 
Fr.2A の分画 
Fr.2A（28.2mg）を逆相 HPLC（カラム：COSMOSIL 5C18-AR-Ⅱ， 10 × 250 
mm， 溶離液：メタノール/水 = 85/15，流速 2.5 mL/min.，検出波長 254 nm + 
RI）により精製を行い，Fr.4A（1.8 mg，tR 4.4 min.），Fr.4B（1.3 mg，tR 5.6 min.），
Fr.4C（0.2 mg，tR 6.8 min.），Fr.4D（0.2 mg，tR 8.6 min.），Fr.4E（0.3 mg，tR 12.4 
min.），Fr.4F（3.4 mg，tR 17.0 min.），Fr.4G（19.7 mg，others），Fr.4H（2.8 mg，
メタノール/水 = 100/0）を得た．Fr.4F を化合物 15 とした． 
 
Fr.6B＋Fr.6C の分画 
 Fr.6B＋Fr.6C（21.7 mg）を ODS カラムクロマトグラフィー（ 15×140 
mm）により分画し，メタノール/水 = 70/30 溶出画分として Fr.7A（2.1 mg）, 
Fr.7B（1.4 mg）, Fr.7C（15.2 mg）を，70/30-90/10 溶出画分として Fr.7D（4.9 
mg）を，90/10-0/100 溶出画分として Fr.7E（1.6 mg）を得た．Fr.7D を化合物
15 とした． 
 
Fr.7C の分画 
 Fr.7C（15.2 mg）を逆相 HPLC（カラム：Develosil ODS-SR-5， 10 × 250 mm， 
溶離液：メタノール/水 = 55/45，流速 2.5 mL/min.，検出波長 254 nm + RI）に
より精製を行い，Fr.16A（0.8 mg，tR 8.4 min.），Fr.16B（0.9 mg，tR 20.8 min.），
Fr.16C（3.2 mg，tR 32.8 min.），Fr.16D（12.3 mg，others），Fr.16E（1.7 mg，メ
タノール/水 = 100/0）を得た．Fr.16C を化合物 17 とした． 
 
Fr.1B の分画 
 Fr.1B（215.5 mg）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィ （ー 25×270 mm）
により分画し，ヘキサン/酢酸エチル = 1/1 溶出画分として Fr.8A（10.0 mg）を，
1/1-0/1 溶出画分として Fr.8B（7.0 mg）を，酢酸エチル/メタノール = 4/1 溶出
画分として Fr.8C（94.3 mg）を，4/1-2/1 溶出画分として Fr.8D（24.2 mg）を，
1/4-1/6 溶出画分として Fr.8E（19.1 mg）を，0/1 溶出画分として Fr.8F（8.0 mg）
を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.8G（68.2 mg）, Fr.8H（6.6 mg）
を得た．Fr.5A を化合物 14 とした． 
 
Fr.8C の分画 
Fr.1B（215.5 mg）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィ （ー 25×270 mm）
により分画し，ヘキサン/酢酸エチル = 1/0 溶出画分として Fr.10A（6.4 mg）, 
Fr.10B（1.1 mg）を，酢酸エチル/メタノール = 9/1 溶出画分として Fr.10C（0.5 
mg）, Fr.10D（51.1 mg）, Fr.10E（8.1 mg）を,  8/2 溶出画分として Fr.10F（7.2 
mg）を，6/4 溶出画分として Fr.10G（17.4 mg）を，1/1 溶出画分として Fr.10H
（4.2 mg）を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.10I（5.8 mg）を得た．
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Fr.10D を化合物 16 とした． 
 
ヘキサン層の分画 
 ヘキサン層（1.1 g）を Silicagel PSQ 100B カラムクロマトグラフィー（ 30
×330 mm）により分画し，クロロホルム/メタノール = 1/0 溶出画分として
Fr.11A（47.1 mg）を，8/2 溶出画分として Fr.11B（341.8 mg）を，1/1 溶出画分
として Fr.11C（301.3 mg）, Fr.11C'（117.8 mg）を，1/1-1/2 溶出画分として Fr.11D
（204.5 mg）を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.11E（31.3 mg）を
得た． 
 
Fr.13E の分画 
Fr.13E（3.4 mg）を Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフィー（ 25×270 
mm）により分画し，メタノールで溶出画分として Fr.17A（1.0 mg）, Fr.17B（1.0 
mg）, Fr.17C（0.7 mg）, Fr.17D（0.2 mg）, Fr.17E（0.6 mg）, Fr.17F（0 mg）, 
Fr.17G（0.4 mg）を得た．Fr.17C を化合物 18 とした． 
 
Fr.18C の分画 
 Fr.18C（5.7 mg）を逆相 HPLC（カラム：Inertsil ODS-3， 10 × 250 mm， 溶
離液：メタノール/水 = 80/20，流速 1.2 mL/min.，検出波長 254 nm + RI）によ
り精製を行い，Fr.19A（0.3 mg，tR 21.7 min.），Fr.19B（0.1 mg，tR 27.6 min.），
Fr.19C（0.5 mg，tR 29.2 min.），Fr.19D（0 mg，tR 34.3 min.），Fr.19E（4.1 mg，
others+メタノール/水 = 100/0）を得た．Fr.19C を化合物 19 とした． 
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2-4-2. KKP494+556+592 Santulum album からの化合物の単離 
植物エキスの抽出 
  Santulum album 木部の植物乾燥サンプル（346.2 g）をメタノールに浸し，ミ
キサーをかけて得た抽出液を濾過したものをメタノール抽出エキス（25.3 g）
とした． 
 
植物エキスの分画 
 Santulum album 木部メタノール抽出エキスを HP20 カラムクロマトグラフィ
ーにより分画し，メタノール溶出画分として Fr.1A（22.7 g）を，メタノール/
アセトン=1/1 溶出画分として Fr.1B（2.3 g）を，アセトン溶出画分として Fr.1C
（0.5 g）を得た． 
 
Fr.1A の分画 
 Fr.1A（22.7 g）を ODS カラムクロマトグラフィー（ 46×380 mm）により
分画し，メタノール/水 = 3/7 溶出画分として Fr.2A（3.9 g）, 4/6 溶出画分と
して Fr.2B（0.9 g）, 5/5 溶出画分として Fr.2C（3.1 g）, 6/4 溶出画分として
Fr.2D（4.8 g）, 7/3 溶出画分として Fr.2E（3.9 g）, 8/2 溶出画分として Fr.2F
（2.1 g）, 9/1 溶出画分として Fr.2G（0.6 g）, メタノール＋0.1% TFA 溶出画
分として Fr.2H（0.9 g）を得た． 
   
Fr.2C の分画 
 Fr.2C（2.0 g）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィー（ 30×325 mm）
により分画し，ヘキサン/酢酸エチル = 8/2 溶出画分として Fr.3A（3.9 mg）,  
8/2-7/3 溶出画分として Fr.3B（4.9 mg）, Fr.3C（10.2 mg）を，7/3-6/4 溶出画
分として Fr.3D（14.4 mg）を，6/4 溶出画分として Fr.3E（82.4 mg）, Fr.3F
（82.4 mg），Fr.3G（24.9 mg）, Fr.3H（24.7 mg），5/5 溶出画分として Fr.3I
（28.0 mg）, Fr.3J（45.8 mg），Fr.3K（21.6 mg）, Fr.3L（157.2 mg）を，酢酸
エチル/メタノール = 2/1 溶出画分として Fr.3M（72.0 mg）, Fr.3N（82.5 mg）
を, メタノール＋0.1% TFA 溶出画分として Fr.3O（955.8 mg），Fr.3P（390.1 
mg）を得た． 
 
Fr.3E の分画 
 Fr.3E（82.4 mg）を Silicagel 60N カラムクロマトグラフィー（ 25×310 
mm）により分画し，クロロホルム溶出画分として Fr.4A（3.5 mg）, Fr.4B
（2.3 mg）, Fr.4C（5.8 mg）, Fr.4D（6.2 mg）, Fr.4E（4.4 mg）, Fr.4F（4.2 
mg）, Fr.4G（19.5 mg）, Fr.4H（28.2 mg）を，メタノール＋0.1% TFA 溶出画
分として Fr.4I（3.1 mg）, Fr.4J（4.3 mg）を得た．Fr.4G と 4H を化合物 20 と
した． 
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2-4-3. 単離した化合物の物理化学的性状 
tetrahydropalmatine (14) 
C21H25NO4 
無色結晶 
ESIMS m/z 711 [2M+Na]+, 356 [M+H]+ 
[α]
25
D  -258 (c 0.8 CHCl3)  【Ref22 [α]
25
D  -269 (c 0.8 CHCl3)】 
1H-NMR, 13C-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-1 を参照のこと． 
 
dehydrocrebanine (15) 
C20H19NO4 
黄色非晶質 
ESIMS m/z 338 [M+H]+ 
1H-NMR, 13C-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-2 を参照のこと． 
 
crebanine (16) 
C20H221NO4 
褐色非晶質 
ESIMS m/z 338 [M-H]- 
[α]
23
D  -5.8 (c 3.6 CHCl3)  【Ref21 [α]
23
D  -60.8 (c 3.6 CHCl3)】 
1H-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-3 を参照のこと． 
 
(-)-crebanine-β-N-oxide (17) 
C20H21NO5 
褐色非晶質 
ESIMS m/z 356 [M+H]+, 711 [2M+H]+ 
[α]
22
D  -21.3 (c 0.8 CHCl3)  【Ref 24 [α]
26
D -43 (c 0.8 CHCl3)】 
1H-NMR, 13C-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-4 を参照のこと． 
 
O-methylbulbocapnine (18) 
C20H22NO4 
褐色非晶質 
ESIMS m/z 340 [M+H]+ 
1H-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-5 を参照のこと． 
 
oxocrebanine (19) 
C19H13NO5 
褐色非晶質 
1H-NMR スペクトルデータは本論 Table 4-6 を参照のこと． 
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Compound 20 
appearance : brown amorphous 
HRESIMS m/z 287.1308 [M+Na]+ (calcd for C15H20NaO4, 287.1259, Δ +4.9 mmu) 
1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δH 6.80 (1H, s, H-4), 5.57 (1H, s, 1-OH), 5.14 (1H, s, 2-
OH), 4.06 (1H, s, 5-OH), 3.74 (1H, squint., J = 6.9 Hz, H-8), 3.18 (1H, dd, J = 12.5, 
7.3 Hz, H-7), 2.47 (1H, dd, J = 12.5, 1.4 Hz, H-7), 2.12 (1H, sept., J = 6.9 Hz, H-9), 
2.21 (3H, s, 3-CH3), 1.12 (3H, d, J = 6.9 Hz, 8-CH3), 0.96 (3H, d, J = 6.9 Hz, 9-CH3), 
0.76 (3H, d, J = 6.9 Hz, 9-CH3) 
13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δC 212.3 (C-6), 140.7 (C-1), 140.4 (C-2), 132.8 (C-4a), 
124.9 (C-8a), 122.7 (C-3), 120.6 (C-4), 80.6 (C-5), 43.9 (C-7), 39.8 (C-9), 32.4 (C-8), 
22.0 (8-CH3), 18.3 (9-CH3), 16.3 (9-CH3), 15.7 (3-CH3) 
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Figure S1. 1H NMR spectrum of compound 20 (600 MHz, CDCl3). 
 
Figure S2. 13C NMR spectrum of compound 20 (150 MHz, CDCl3). 
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Figure S3. HMQC spectrum of compound 20 (150 MHz, CDCl3). 
 
Figure S4. HMBC spectrum of compound 20 (150 MHz, CDCl3). 
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